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LA  NUEVA  RESPONSABILIDAD  AMBIENTAL 


Por  Eduardo  A.  Pigretti 

Profesor  Titular  de  la  Facultad  de  Derecho  de  la  UBA.  Académico. 

Sociedad  Científica  Argentina. 

Avda.  Santa  Fé  1 1 45  - ( 1 059)  - Buenos  Aires.  - Argentina. 

RESUMEN 

El  desarrollo  que  debe  efectuarse  por  el  derecho  es  el  tratamiento  de  la  nueva  responsabilidad 
ambiental,  tema  que  supone  una  aplicación  de  la  responsabilidad  objetiva  ambiental  a la  activi- 
dad minera.  De  conformidad  con  este  punto  de  partida  el  supremo  responsable  de  la  contamina- 
ción y actividad  ambiental,  no  es  otro  que  el  OPERADOR,  esto  es,  quien  explota  los  servicios 
públicos. 

Formularemos  a continuación  el  análisis  de  la  directiva  específica  sobre  responsabilidad  ambien- 
tal que  fuera  desarrollada  en  abril  del  2004  por  la  Unión  Europea. 

A partir  de  esta  concepción  de  la  responsabilidad  ambiental,  todas  las  responsabilidades  (civil, 
administrativa,  penal  y lo  que  fuere),  ceden  espacio  a esta  nueva  fórmula  de  resolución  de  lo 
ambiental. 

A continuación  describimos  la  Directiva  de  la  Comunidad  Europea  que  desarrolla  la  nueva  res- 
ponsabilidad para  el  ambiente. 

Los  fenómenos  ambientales  enfatizados  en  los  últimos  cincuenta  años  han  producido  la  impo- 
sibilidad de  la  aplicación  de  los  principios  tradicionales  del  derecho  a los  ataques  naturales  o 
resultantes  del  obrar  del  hombre  sobre  la  naturaleza.  Lo  empezamos  a plantear  por  nuestra  parte 
en  una  obra  colectiva  editada  en  1986,  en  la  que  iniciamos  la  afirmación  de  la  existencia  de  una 
responsabilidad  ambiental  como  algo  absolutamente  distinto  y diverso  de  la  responsabilidad  civil 
que  en  forma  reiterada  se  ha  tratado  de  imponer  como  estructura  jurídica  obligatoria  para  la 
resolución  de  estos  problemas  (véase  La  Responsabilidad  por  Daño  Ambiental ',  Buenos  Aires, 
Centro  de  Publicaciones,  1986). 
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ABSTRACT. 

THE  NE  W EN  VI  RON  MENTA  L LIABILITY. 

New  environmental  problems  presen l a challenge  to  the  classical  law  system.  Civil,  criminal  and 
administrative  responsibility  are  inappropriate  tools  to  deal  with  environmental  problems.  A new 
category  called  environmental  responsibility  needs  to  be  applied. 

The  author  analyses  the  limits  of  current  Argentinean  responsibility  rules  to  deal  with  environmental 
problems.  Civil  law  was  developed  to  deal  with  problems  betw’een  individuáis.  The  reparation  of 
a damage  based  on  civil  law  is  mainly  monetary.  lts  categories  are  not  well  developed  to  deal 
with  natural  damage.  The  same  happens  with  Administrative  law,  which  regúlales  the  relations 
between  the  administration  and  the  individuáis.  Moreover,  the  administration  cannot  be  the  onlv 
legal  actor  in  charge  of  the  pmtection  of  the  environment.  Individuáis  as  well  as  group  of  individuáis 
have  an  interest  on  the  issues.  Lastly,  the  definition  of  crimes  against  the  Ufe  and  human  integrity 
are  very  limited  in  criminal  law  if  thev  are  compared,  for  example,  with  the  definitions  given  by 
International  Treaties  on  Human  Rights. 

The  kind  of  environmental  liability  that  should  be  developed  within  the  Argentinean  law  is  similar 
to  the  one  in  forcé  within  the  European  Union.  In  April  2004  the  Directive  2004/35/CE  on 
environmental  responsibility  was  adopted.  The  regulation  is  based  on  the  polluter  pays  principie 
and  is  applicable  against  damage  to  natural  habitáis,  flora  and  fauna,  for  the  conservation  of 
species  and  to  protect  watercourses.  It  covers  not  only  reparation  of  damage  but  also  preventative 
actions  that  might  be  needed  to  avoid  damage.  Operators  Usted  in  the  Directive  are  subject  to  the 
principie  of  strict  liability.  NGOs  are  empowered  to  bring  cases  on  environmental  damage  to 
national  courts. 

A number  offactors  would  smooth  the  progress  towards  the  regulation  of  environmental  liability 
in  Argentinean  law:  (i)  it  should  be  recognized  the  existence  of  afield  oflaw  that  deais  specifically 
with  environmental  issues;  (ii)  the  State  should  accept  that  it  is  not  able  to  deal,  by  itself  and 
exclusively,  with  environmental  problems;  (i  i i)  civil  liability  should  coexist  with  environmental 
liability;  (iv)  changes  in  procedural  law  are  needed,  specially  concerning  access  to  justice;  and 
(v)  strengthen  the  full  and  effective  application  of  environmental  clauses  of  the  Argentinean 
Constitution. 


INTRODUCCIÓN. 

Cuestiones  jurídicas. 

Para  el  desarrollo  de  este  tema  es  indispensable  iniciarlo  con  algunos  problemas  que  se  presentan 
en  el  derecho  como  consecuencia  de  diversos  factores: 

a)  El  derecho  ha  obtenido  una  permanencia  y estabilidad  que  resuelve  la  mayoría  de  las  cues- 
tiones ambientales,  pese  a que  algunas  fórmulas  que  se  utilizan  sean  en  la  actualidad  desafor- 
tunadas. 

Son  graves  las  propuestas  de  los  juristas  que  persiguen  aplicar  las  viejas  fórmulas  del  derecho  a 
los  problemas  total  y absolutamente  novedosos  y distintos. 

Los  sistemas  de  responsabilidad  establecidos  en  las  leyes  vigentes  no  sirven  a la  resolución  de  los 
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temas  ambientales. 

No  es  posible  aplicar  una  formulación  civil,  o comercial,  o penal  a un  problema  ambiental. 


b)  El  derecho  ambiental  no  obtuvo  todavía  la  resolución  de  graves  problemas  que  padece. 

El  segundo  problema  es  un  conflicto  gremial  de  los  juristas:  Cada  sector  de  la  dogmática  jurídica 
intenta  apropiarse  de  un  sector  de  lo  ambiental.  Esto  sucede  en  los  proyectos  de  programas  de 
estudio  que  se  presentan  en  algunas  universidades.  Conforme  con  ello  quien  tome  a su  cargo  la 
responsabilidad  en  general  será  un  civilista,  quien  tome  a su  cargo  un  sector  del  ámbito  estatal 
será  un  administrativista  y así  sucesivamente. 

Con  este  punto  de  partida  no  podrá  jamás  resolverse  ninguno  de  los  problemas  ambientales,  dado 
que  se  tratará  de  respuestas  incompletas  incapaces  de  resolver  los  complejos  temas  ambientales. 

c)  El  ambiente  a la  luz  del  derecho. 

El  tercer  asunto  que  debe  atenderse  es  que  el  estudio  de  lo  ambiental  podrá  realizarse  desde  una 
óptica  global  que  atienda  de  manera  genérica  a ese  objetivo. 

Es  posible  que  esa  generalización  funcione  para  resolver  una  porción  de  los  problemas  del  am- 
biente. También  es  posible  (y  tal  vez  sea  lo  más  razonable),  que  toda  la  normativa  del  ambiente  se 
diluya  en  el  conjunto  de  la  normativa  legal  existente. 

Si  todo  el  derecho  -municipal,  provincial,  regional,  nacional,  supranacional  o internacional-  se 
correlaciona  adecuadamente  y trata  todo  lo  ambiental  -como  está  sucediendo-  es  posible  supo- 
ner que  las  cuestiones  del  ambiente  obtengan  resultados  positivos. 


La  responsabilidad  tradicional  y la  nueva  responsabilidad  ambiental 

El  desarrollo  que  debe  efectuarse  por  el  derecho  es  el  tratamiento  de  la  nueva  responsabilidad 
ambiental,  tema  que  supone  una  aplicación  de  la  responsabilidad  objetiva  ambiental  a la  activi- 
dad minera.  De  conformidad  con  este  punto  de  partida  el  supremo  responsable  de  la  contamina- 
ción y actividad  ambiental,  no  es  otro  que  el  OPERADOR,  esto  es,  quien  explota  los  servicios 
públicos. 


- La  responsabilidad  ambiental 

Formularemos  a continuación  el  análisis  de  la  directiva  específica  sobre  responsabilidad  ambien- 
tal que  fuera  desarrollada  en  abril  del  2004  por  la  Unión  Europea. 

A partir  de  esta  concepción  de  la  responsabilidad  ambiental,  todas  las  responsabilidades  (civil, 
administrativa,  penal  y lo  que  fuere),  ceden  espacio  a esta  nueva  fórmula  de  resolución  de  lo 
ambiental. 

A continuación  describimos  la  Directiva  de  la  Comunidad  Europea  que  desarrolla  la  nueva  res- 
ponsabilidad para  el  ambiente. 
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Los  tenómenos  ambientales  enfatizados  en  los  últimos  cincuenta  años  han  producido  la  imposi- 
bilidad de  la  aplicación  de  los  principios  tradicionales  del  derecho  a los  ataques  naturales  o resul- 
tantes del  obrar  del  hombre  sobre  la  naturaleza.  Lo  empezamos  a plantear  por  nuestra  parte  en 
una  obra  colectiva  editada  en  1986,  en  la  que  iniciamos  la  afirmación  de  la  existencia  de  una 
responsabilidad  ambiental  como  algo  absolutamente  distinto  y diverso  de  la  responsabilidad  civil 
que  en  forma  reiterada  se  ha  tratado  de  imponer  como  estructura  jurídica  obligatoria  para  la 
resolución  de  estos  problemas  (véase  La  Responsabilidad  por  Daño  Ambiental , Buenos  Aires, 
Centro  de  Publicaciones,  1986). 

Señalamos  en  dicha  oportunidad  “...  Las  reuniones  científicas  de  los  especialistas  del  derecho 
civil  y de  otras  disciplinas,  como  “también  los  nuevos  especialistas  ambientales,  han  empezado  a 
incluir  la  cuestión  ambiental  entre  sus  preocupaciones,  si  bien  al  mismo  tiempo  reconocen  que  el 
problema  se  extiende  a otros  territorios  jurídicos,  como  una  suerte  de  mancha  de  aceite,  que  no 
logra  ser  contenida  por  el  derecho  civd  ni  tampoco  por  el  derecho  administrativo.  Otro  tipo  de 
normas,  con  otro  tipo  de  precisiones  y preocupaciones,  empiezan  a plantear  cuestiones  sobre 
cuya  resolución  no  parece  posible  acercar  soluciones  tradicionales. 

¿No  estaremos  en  presencia  de  un  territorio  mayor  de  la  responsabilidad  que  requiere  definicio- 
nes jurídicas  de  otro  alcance?.  ¿No  será  necesario  observar  otros  parámetros  que  los  actuales  para 
resolver  problemas  de  daño  ambiental  aún  no  aceptados  ni  descriptos  suficientemente  por  la 
realidad  de  nuestro  derecho?.  Creemos  que  si”. 


La  responsabilidad  civil. 

La  tradición  legal  trata  de  imponer  el  molde  civil  a las  cuestiones  ambientales  intentando  resolver 
mediante  soluciones  entre  personas  individuales  los  graves  problemas  del  ambiente.  Este  punto 
de  vista  equivocado  empezó  a ser  modificado  en  particular  en  Europa,  en  primer  lugar  como 
consecuencia  de  la  gestión  de  los  servicios  jurídicos  de  la  Comunidad  Europea  que  realizaron  un 
derrotero  a favor  del  reconocimiento  de  la  responsabilidad  ambiental  como  una  cosa 
sustantivamente  diversa  de  la  responsabilidad  civil.  Así  lo  propuso  el  llamado  Libro  Blanco  de  la 
Responsabilidad  Ambiental  Europea. 

Para  los  europeos  la  división  de  la  responsabilidad,  en  civil,  administrativa  y penal  resulta 
inconducente  a una  efectiva  resolución  de  los  problemas.  Este  movimiento  produjo  como  conse- 
cuencia la  Directiva  2004/35/CE  del  Parlamento  y Consejo  Europeo. 

Este  reconocimiento  de  la  cuestión  ambiental  como  distinta  de  la  responsabilidad  subjetiva  e 
individual  civil  es  el  principio  de  un  cambio  sustantivo  en  esta  materia. 


La  Responsabilidad  Ambiental  propiamente  dicha. 

Las  reglas  clásicas  de  responsabilidad  contenidas  en  la  legislación  civil,  no  brindan  suficiente 
protección  a quienes  resultan  víctimas  de  daños  ambientales. 

Así  como  en  el  pasado  reciente  aparece  en  el  mundo  jurídico  la  idea  del  riesgo  creado  por  el 
crecimiento  de  los  accidentes  provocados  por  el  maqumismo  y los  vehículos  de  transporte  mo- 
dernos, en  el  momento  actual  se  está  produciendo  un  fenómeno  novedoso  como  consecuencia  del 
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crecimiento  de  la  noción  moral  y legal  del  respeto  a la  vida  en  general  y al  ambiente  en  particular. 

Nuestro  derecho  no  había  desarrollado,  fuera  de  la  órbita  específicamente  penal,  la  noción  ade- 
cuada del  Derecho  a la  Vida.  La  noción  de  no  matar  está  suficientemente  descrita  en  el  Código 
Penal,  pero  la  idea  de  permitir  la  vida  no  tiene  un  correlato  semejante.  Sólo  mediante  la  aplica- 
ción de  principios  generales  del  derecho  civil,  podría  considerarse  posible  la  delimitación,  más  o 
menos  segura,  de  un  ámbito  de  protección  jurídica  del  ser  y de  su  integridad,  considerara  esta 
última  como  la  preservación  de  sus  condiciones  físicas  y consecuente  inalterabilidad  de  los  sen- 
tidos (vista,  oído,  gusto,  habla  y tacto). 

Las  formas  con  las  que  se  puede  perturbar  la  vida  en  la  actualidad,  no  pudieron  ser  consideradas 
en  los  códigos  del  pasado,  en  razón  de  que  recién  ahora  se  toma  conciencia  y es  posible  medir  las 
alteraciones  de  todo  tipo  que  pueden  originarse  en  condiciones  provocadas  por  el  moderno  accio- 
nar humano  (por  ejemplo,  recién  ahora  se  sabe  que  el  ruido  de  carácter  industrial  afecta  el  sentido 
auditivo  y consigue,  a poco  de  persistir,  una  alteración  manifiesta  del  sistema  nervioso). 

La  estimación  de  tal  factor,  como  la  de  la  contaminación  por  escapes  provenientes 
de  máquinas  industriales,  fue  considerada  como  un  territorio  correspondiente  al  dere- 
cho administrativo,  y dentro  de  éste  constituiría  un  capítulo  especial  del  poder  de  poli- 
cía estatal,  que  en  apariencia  no  tendría  posibilidad  de  ser  ejercido  por  particulares 
(Art.  2611,  Cód.  Civil). 

Sólo  por  razones  de  vecindad  el  Código  Civil,  en  su  texto  primitivo  y en  la  ley  de  reformas  (Art. 
2618,  Cód.  Civil)  establece  el  principio  de  la  normal  tolerancia , tomando  el  punto  como  una 
cuestión  de  confort,  pero  no  como  un  tema  atinente  a ía  salubridad  individual. 

Así,  entonces,  las  molestias  que  ocasionen  el  humo,  calor,  olores,  luminosidad,  vi- 
braciones o daños  similares,  podrán  dar  motivo  a indemnizaciones  de  los  daños  o cese 
de  tales  molestias. 

También,  por  los  principios  generales  de  la  responsabilidad  sería  posible  obtener  indemnizaciones 
por  daños  comprobables,  lo  que,  al  originarse  en  hechos  legítimos  (como  trabajar  o ejercer  una 
actividad  lícita)  pondrán  al  juzgador  en  difícil  situación  para  resolver.  Lo  dice  el  Art.  1109  del 
Cód.  Civ.  y el  1110,  que  determina  quién  puede  requerir  indemnización  si  se  trata  de  cosas.  Por 
extensión  el  Art.  1 1 1 3 del  Cód.  Civ.  extiende  la  responsabilidad  a los  daños  de  los  dependientes  o 
cosas  de  que  se  sirven. 

La  responsabilidad  es  segura  teniendo  como  base  la  culpa,  pero  se  acepta  ya  res- 
ponsabilidades especiales  para  sectores  especiales. 

Desde  la  modificación  del  Art.  1113  del  Código  Civil,  por  la  ley  17.711  funcionan  en  forma 
simultánea  en  la  Argentina  dos  principios  genéricos  de  responsabilidad  civil,  a saber:  por  culpa  y 
por  riesgo.  La  doctrina  nacional  ha  criticado  este  último  principio,  entendiendo  que  no  es  posible 
aceptar  que  toda  vez  que  una  cosa  haya  sido  causa  material  de  daño,  el  guardián  de  esa  cosa 
responda  por  ese  daño,  independientemente  de  toda  culpa  (véase:  Llambias,  J.J.,  y otros,  Com- 
pendio de  Derecho  Civil , Abeledo  Perrot,  Nro.  1 285, 1971,  Buenos  Aires).  Además  podrá  respon- 
der el  propietario  aunque  no  sea  guardián  de  la  cosa. 

Pero  más  allá  de  la  determinación  del  ámbito  de  la  responsabilidad,  que  podrá  o no  ser  cubierto 
con  las  normas  actuales  en  Argentina,  debe  quedar  claro  que  la  responsabilidad  por  daño  ambien- 
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tal  tiene  todavía  un  área  de  alta  inseguridad  jurídica,  por  cuanto  no  está  claro  que,  por  ejemplo,  las 
hipótesis  de  contaminación  (sobre  cuya  gravedad  no  vale  la  pena  extenderse  aquí),  puedan  ser 
suficientemente  atendidas  y comprendidas  por  la  legislación  vigente. 

Una  prueba  de  lo  dicho  surge  -de  modo  elocuente-  de  la  consideración  de  un  conjunto  de  dispo- 
siciones legales  complementarias  de  la  normatividad  básica  civil,  que  van  extendiendo  la  respon- 
sabilidad por  daño  ambiental,  de  una  manera  todavía  parcial,  aunque  no  menos  efectiva. 


La  responsabilidad  patrimonial  civil  vs  la  responsabilidad  ambiental 

Nos  preguntamos  en  Derecho  Ambiental , (Buenos  Aires,  1985),  si  puede  decirse  que  el  sistema 
de  responsabilidad  civil  fue  pensado  para  atender  las  relaciones  del  hombre  con  la  naturaleza. 

Nosotros  creemos  que  no.  En  nuestro  criterio  los  esquemas  legales  vigentes  han  tratado  de 
regular  la  relación  hombre-hombre,  de  acuerdo  a la  tradición  romanística,  que  luego  fuera  retomada 
por  el  pensamiento  liberal.  Las  relaciones  son,  además,  esencialmente  patrimoniales,  en  cuanto 
todos  los  aspectos  que  interesan  se  manifiestan  de  modo  directo  sobre  el  patrimonio  de  cada 
hombre,  patrimonio  que,  por  si  fuera  poco  es  declarado  prenda  común  de  los  acreedores. 

La  responsabilidad  civil  es  patrimonial,  de  hombre  a hombre.  Por  tal  razón  es  difícil  concebir  la 
existencia  de  los  denominados  intereses  difusos,  acciones  de  clases  o acciones  ecológicas,  que 
suponen  una  interrelación  del  hombre  con  el  grupo  social  y que,  en  consecuencia,  superan  la 
relación  patrimonial  individual. 

Para  nosotros  la  técnica  económica  deberá  prestar  una  vez  más  uno  de  sus  sistemas  para  ayudar  a 
resolver  el  tema.  El  derecho  civil  -en  cuanto  criterio-  estaría  desarrollando  únicamente  un  dere- 
cho entre  las  personas  individuales  que  llevan  sus  cuestiones  a un  juez.  Es  un  progreso  reciente 
del  derecho  procesal  el  permitir  la  citación  de  un  tercero  en  el  proceso,  al  menos  en  nuestro  país. 

¿Cómo  pudimos  vivir  sin  esa  institución?. 

El  derecho  civil  recepta  en  el  Código  Civil  algunas  cuestiones  cuando,  por  ejemplo,  defíne  el 
dominio  público.  Pero  justo  es  señalar  que  en  tal  caso,  estamos  entrando  en  el  campo  del  derecho 
administrativo,  en  el  que  la  relación  administrador-administrado  tiende  a perturbar  la  considera- 
ción de  aspectos  que,  como  los  ecológicos,  alcanzan  a la  administración,  sus  relaciones  y a la 
propia  naturaleza. 

A nuestro  juicio  la  ecología  no  puede  ser  responsabilidad  exclusiva  de  la  administración  pública, 
ni  en  forma  total  ni  en  forma  parcial.  Cuando  no  desarrollamos  los  principios  civiles , creemos 
que  damos  paso  al  ámbito  administrativo.  Esto  no  es  posible.  La  administración  no  puede  ser  el 
reservorio  final  de  resolución  de  cuestiones  ambientales.  Creemos  que  se  perfila  una  relación 
hombre-grupo  que  aún  no  tiene  recepción  adecuada  del  derecho  y que  es  el  reto  pendiente  para 
los  juristas. 


- Insuficiencia  de  lo  civil. 

Por  lo  que  dejamos  expuesto  podemos  ahora  insinuar  que  creemos  que  los  principios  civiles  no 
sirven  a la  naturaleza.  Se  trataría  de  intentar  localizar  principios  generales  nuevos  que  atiendan  a 
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la  naturaleza.  La  tradición  y los  moldes  civiles  no  alcanzan.  Los  esfuerzos  de  sus  tratadistas  han 
sido  maravillosos,  pero  el  molde  está  por  romperse,  a fuerza  de  aplicarlo  como  está.  Otro  tanto 
puede  decirse  del  derecho  administrativo,  que  aún  cuando  parece  más  útil,  dentro  de  poco  encon- 
trará límite  a sus  posibilidades  de  adecuación  a la  realidad  por  normar. 


- Nuevos  métodos 

Nuevos  métodos,  nuevas  formas,  nuevos  criterios  de  justicia,  nuevas  leyes  deberán  estructurarse 
para  poder  resolver  las  cuestiones  que  afrontamos. 

En  cuanto  al  método  creemos  con  Joél  de  Rosnay  que  el  hombre  utilizó  con  acierto  el  microsco- 
pio, para  estudiar  los  aspectos  naturales  minúsculos  (derecho  civil),  pero  no  creó  el  macroscopio 
para  resolver  las  cuestiones  amplias  y generales  que  le  plantean  las  modernas  condiciones  de 
existencia  (véase  Joél  de  Rosnay,  El  Macroscopio , A.C.,  Madrid,  1977),  o sea  soluciones  de 
Derecho  Ambiental. 

El  derecho  brindó  su  técnica  al  hombre  individualmente  considerado.  Pero  no  pudo  regular  el 
conjunto  y junto  a la  naturaleza. 

Si  siempre  fue  difícil  determinar  parámetros  de  justicia,  ahora  resulta  peor  y más  difícil.  No 
estamos  dedicados  a elaborar  los  nuevos  criterios.  Esos  criterios  saldrán  de  una  interdisciplina 
científica  que  permita  definir  el  quantum,  desde  el  punto  de  vista  de  las  ciencias  exactas  y natu- 
rales, para  que  el  jurista  pueda  -inmerso  en  esa  realidad-  resolver  lo  justo  de  cada  uno. 

Una  visión  coincidente  con  la  que  se  expone  aquí  está  contenida  en  la  Directiva  Europea  sobre 
Responsabilidad  Ambiental,  que  crea  en  la  Unión  Europea,  el  ámbito  específico  de  la  responsabi- 
lidad que  faltaba,  en  la  estructura  política,  social  y jurídica. 

La  consideración  del  ambiente  nos  lleva  de  la  mano  a una  noción  holística  y totalizadora.  No 
puede  concebirse  el  ambiente  sin  considerar  una  totalidad,  una  integridad.  Las  divisiones  tradi- 
cionales de  lo  jurídico  no  son  válidas  para  normar  estas  cuestiones.  Vnglobalismo  es  indispensa- 
ble. Sin  él,  el  ambiente  resultará  una  parcialidad  imposible  de  regular. 

La  división  del  derecho  público  y privado,  iniciada  por  los  romanos  y repetida  por  la  Revolución 
Francesa,  como  en  tiempos  napoleónicos,  como  concepto  teórico  de  libertad,  no  parece  ser  útil  en 
el  derecho  ambiental.  Todo  lo  contrario.  Si  en  algún  lugar  tienen  razón  los  críticos  de  esa  división 
es  en  materia  ecológica.  Aquí  el  derecho  se  presenta  como  un  todo  que  debe  regular  una  realidad. 


- La  responsabilidad  penal. 

Por  otra  parte,  las  consideraciones  parciales  de  las  cuestiones  traen  graves  circunstancias  prácti- 
cas a la  vida  y a su  regulación,  el  derecho.  Un  fallo  confinnado  por  la  Cámara  de  Apelaciones  en 
lo  criminal  y Correccional  Federal,  resolvió  sobreseer  provisionalmente  a los  responsables  de  la 
comercialización  de  granos  húmedos.  Como  se  sabe  la  utilización  de  granos  húmedos  produce 
aflotoxina,  sustancia  que  origina  cáncer  al  hígado,  al  ingerirse  animales  con  alimentación  efec- 
tuada con  tal  ingrediente.  El  juez  Salvi,  por  la  Secretaría  Leonardo  De  Martini,  atento  a las  cons- 
tancias de  autos  y de  que  “se  carece  de  normas  que  impidan  la  venta  de  estos  elementos  perjudi- 
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cíales  para  la  salud  pública”,  sobreseyó  el  caso  (Abril  1984)  (véase  López  Mattheus,  L.  J.,  De- 
nuncia infracción  al  Código  Penal".  Confirmado  por  la  Sala  de  Apelaciones  en  lo  Criminal  y 
Correccional  Federal  (Sala  1),  publicada  por  “Ambiente  y Recursos  Naturales”,  Vol.  I Nro.  3, 
pág.  100). 


- Un  avance  en  la  Convención  de  Costa  Rica. 

Las  circunstancias  políticas  han  dado  un  principio  de  solución  al  acuciante  tema  del  derecho  a la 
vida.  La  Argentina  ha  sancionado  la  ley  23.054  (B.O.  27/3/84)  mediante  la  cual  aprueba  la  con- 
vención americana  sobre  derechos  humanos  (Pacto  de  San  José  de  Costa  Rica  del  22  de  noviem- 
bre de  1 969).  Esta  convención  tiene  como  objetivo  fundamental,  a nuestro  juicio,  el  desarrollo  de 
una  suerte  de  normativismo  supranacional  que  garantice  efectivamente  el  respeto  del  hombre  a 
partir  de  su  perfil  político.  Conforme  la  convención,  agotados  los  recursos  de  jurisdicción  inter- 
na, es  posible  presentar  a la  Comisión  Interamericana  de  Derechos  Humanos  que  por  el  tratado  se 
crea,  denuncias  o quejas  por  la  violación  de  la  convención.  Cumplido  el  procedimiento  que  se 
indica  y no  resuelto  el  asunto,  podrá  presentarse  a consideración  de  la  Corte  Interamericana  de 
Derechos  Humanos,  sea  por  la  Comisión  o por  los  Estados  Partes. 

No  es  nuestro  propósito  considerar  la  convención  en  su  conjunto  sino  señalar  que  con  el  Capítulo 
II,  artículo  4o,  reconoce  el  derecho  a la  vida,  con  la  siguiente  definición:  “1 . Toda  persona  tiene 
derecho  a que  se  respete  su  vida.  Este  derecho  estará  protegido  por  la  ley  y,  en  general,  a partir  del 
momento  de  la  concepción.  Nadie  puede  ser  privado  de  la  vida  arbitrariamente”. 

La  definición  que  dejamos  expuesta  es,  suficientemente  rica  en  cuanto  a los  alcances  que  puede 
concedérsele.  En  primer  lugar,  por  el  solo  hecho  de  la  aceptación  del  postulado  por  la  ley,  podría 
entenderse  definido  el  derecho  en  cuestión,  con  un  amplio  alcance,  superador  de  las  limitaciones 
del  sistema  tipológico  penal.  Cualquier  tribunal  parecería  autorizado  a defender  la  vida  humana, 
disponiendo  el  cese  de  cualquier  agresión  que  se  formule  contra  ella,  aún  cuando  no  existan 
cuestiones  específicas  con  los  criterios  de  responsabilidad  civil,  penal  o administrativa.  Un  am- 
plio campo  a favor  de  la  suspensión  de  una  agresión  ecológica  contra  la  vida  humana  podría 
sostenerse  con  éxito  ante  los  tribunales. 

La  convención  avanza  en  su  texto,  con  total  modernidad,  al  establecer  e identificar  en  el  artículo 
5 del  mismo  Capítulo  II  el  derecho  a la  integridad  personal.  Nunca  tan  pocas  palabras  han  dicho 
tanto.  La  expresión  de  la  convención  es  afortunada.  Dice  así:  “1.  Toda  persona  tiene  derecho  a 
que  se  respete  su  integridad  física,  psíquica  y moral.”.  La  amplitud  posible  de  conferir  a esta 
norma  permitiría  una  evolución  jurisprudencial  capaz  de  proscribir  las  agresiones  de  cualquier 
tipo,  sea  cual  fuere  la  fuente  generadora.  Los  ruidos,  los  gases  y cuanta  modalidad  fuera  detectable 
en  el  campo  técnico  podría  hacerse  cesar  a partir  de  la  norma. 

Un  análisis  del  marco  de  referencia  de  la  responsabilidad  ambiental  específica  no  ha  sido  aún 
hecho  en  nuestro  país.  Aquí  intentaremos  dar  posibles  límites  a la  responsabilidad,  destacando  en 
tal  sentido,  tanto  las  precisiones  legales  vigentes  como  restricciones  posibles  de  ser  adoptadas. 
Con  todo  este  aporte  se  podrá  intentar  una  delimitación  entre  el  daño  ambiental  voluntario,  sujeto 
a indemnización,  del  involuntario,  que  permitirá  la  vigencia  de  una  indemnización  de  equidad, 
teniendo  en  cuenta  la  importancia  del  patrimonio  de  las  personas  implicadas  u otra  suerte  de 
limitaciones. 
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Las  precisiones  que  indicamos  se  desarrollan  en  los  parágrafos,  destacando  la  aceptación  de  la 
responsabilidad  ambiental,  como  distinta  y diversa  de  las  hasta  ahora  existentes. 


- El  cambio  europeo:  La  responsabilidad  ambiental. 

El  2 1 de  abril  de  2004  la  Unión  Europea  por  una  directiva  de  su  parlamento  y del  Consejo  estable- 
ció, por  suerte  y finalmente,  el  criterio  de  la  existencia  de  una  responsabilidad  ambiental  en 
relación  a la  prevención  y reparación  de  daños  ambientales  totalmente  independiente  de  las  res- 
ponsabilidades que  los  derechos  nacionales  atribuían  a las  personas  en  relación  a lo  que  se  deno- 
mina la  doctrina  de  daños. 

El  cambio  consiste  en  el  reconocimiento  de  la  existencia  del  ambiente  como  factor  de  prevención 
y reparación  de  daños,  distinto  del  derecho  clásico. 

Existe  una  nueva  materia,  un  nuevo  ámbito  de  responsabilidad,  por  el  cual  hemos  venido  traba- 
jando sin  que  en  estas  latitudes  exista  un  reconocimiento  expreso  a dicha  cuestión. 

Según  la  directiva,  creo  que  se  puede  y se  debe  distinguir  los  daños  que  se  causen  a los  particula- 
res y al  propio  estado,  de  los  daños  que  se  causen  al  ambiente. 

En  este  distingo  estaría  ubicada  la  constitución  nacional  reformada  en  1994.  Dicho  texto  consti- 
tucional reconoce  la  obligación  de  los  funcionarios  estatales  de  defender  a la  naturaleza  y a su  vez 
se  establece  en  dicho  texto  ia  obligación  de  reparar  los  daños  producidos  a la  naturaleza. 


- Los  antecedentes  de  nuestro  país  en  los  proyectos  legales. 

La  temática  relativa  a reparar  los  daños  ha  sido  motivo  de  diversas  interpretaciones  en  los  proyec- 
tos legislativos  de  trascendencia  en  el  país.  Por  ejemplo,  los  proyectos  de  modificación  del  códi- 
go civil  han  sustituido  la  noción  de  reparación  por  otros  criterios  y no  con  las  palabras  y el 
alcance  que  la  Constitución  establece.  Este  punto  de  vista  se  basa  en  el  hecho  de  considerar  que  la 
mayoría  de  los  recursos  naturales  no  son  capaces  de  ser  restituidos  a un  punto  inicial  en  el  que  se 
encontraban  antes  del  inicio  de  la  explotación. 

En  los  analistas  que  he  oído  y leído,  en  relación  a los  textos  de  la  directiva  europea,  se  menciona 
como  un  hecho  que  debe  criticarse  en  dicho  texto  legal,  la  circunstancia  de  que  la  aplicación  de  la 
directiva  se  refiere  a espacios  de  la  naturaleza  muy  limitados  y muy  restringidos  a lugares  y zonas 
que  no  la  comprenden  en  integral  idad. 

Contra  esa  posición  es  razonable  considerar  que  la  tradición  europea  pesa  sobre  quienes  han 
dictado  las  normas  por  cuanto  el  derecho  europeo  (en  particular  Francia),  utiliza  sistemas  cerra- 
dos de  clasificación  que  no  son  abarcativos  de  la  naturaleza  en  su  conjunto. 

Sin  embargo,  es  digno  de  aceptar  que  el  progreso  de  la  directiva  no  es  sustancial  respecto  de  esa 
posibilidad  de  usar  una  visión  macro  en  oposición  a una  oposición  resumida.  Pero  lo  que  si  estoy 
en  condiciones  de  aceptar  es  que  por  fin  y finalmente  podemos  establecer  la  existencia  de  una 
responsabilidad  genérica  sobre  e]  ambiente  que  hasta  el  presente  no  había  sido  adoptada  ni  acep- 
tada en  nuestro  país  y tampoco  con  la  amplitud  de  esta  directiva,  en  otras  partes  del  mundo. 
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La  segunda  cuestión  es  que  merece  tenerse  en  consideración,  en  la  distinción  que  la  directiva 
establece,  respecto  de  Ja  indemnización  distinta  que  se  debe  a un  particular  en  oposición  a Ja  que 
se  debe  a Ja  naturaleza.  Aún  cuando  en  lo  conceptual  la  noción  de  la  naturaleza  como  sujeto  de 
derecho  de  posible  indemnización,  no  ha  sido  claramente  definido.  Debemos  reconocer  que  una 
cierta  tendencia  en  esta  dirección  se  ha  dejado  establecida  en  esta  directiva. 

También  se  ha  criticado  el  hecho  de  que  el  recurso  aire  no  ha  sido  incorporado  al  texto  de  la 
directiva  europea  en  forma  específica.  Esta  circunstancia  es  posible  de  comprender  en  función 
del  antedicho  criterio  Europeo  de  regular  en  forma  cerrada  y circunscripta  las  cuestiones  legales 
ambientales,  aspecto  que  ya  cité  en  párrafo  anterior. 


Análisis  de  detalle  de  la  Responsabilidad  Ambiental  en  la  Directiva  Europea  (Directiva  2004/ 
35/CE  - 21  de  abril  2004). 

El  objetivo  central  de  la  Directiva  es  prevenir  y recomponer  los  parajes  contaminados  con  riesgos 
sanitarios  y pérdida  de  biodiversidad  acelerada. 

Para  cumplir  el  objetivo  la  Directiva  insiste  en  el  principio  ambiental  de  que  quien  contamina 
paga. 


El  operador  como  responsable. 

Para  Europa  el  principio  de  responsabilidad  ambiental  se  basa  en  la  responsabilidad  de  los  opera- 
dores quienes  pueden  ser  declarados  responsables  financieros  y pagar  los  riesgos  como  así  tam- 
bién minimizarlos. 

La  Directiva  constituye  un  marco  común  para  prevención  y reparación  de  daños  ambientales,  a 
un  costo  social  razonable. 

La  CE  puede  adoptar  medidas  por  el  principio  de  subsidiaridad  para: 

conservación  de  los  hábitats  naturales  y fauna  y flores  silvestres 

conservación  de  las  especies 
política  de  aguas 


Principio  de  subsidiaridad. 

Para  Europa  el  principio  de  subsidiaridad  es  la  verdadera  solución  para  medir  la  intervención  del 
estado  en  la  ecología. 


Daño  Ambiental. 


Para  la  norma  que  analizamos,  también  son  daños  los  provocados  por  elementos  transportados 
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por  aire  que  causen  daños  a las  aguas  y el  suelo  o las  especies  y hábitats  protegidos.  Este  concepto 
fue  aplicado  en  la  jurisprudencia  americana  con  distintos  alcances. 

El  Documento  admite  que  el  daño  ambiental  que  sea  definido  por  otra  directiva  comunitaria 
deberá  seguir: 

ajcriterios  comunes,  y 

bjaplicación  uniforme 

En  materia  de  daños  del  suelo  corresponde  evaluar  el  efecto  además  sobre  la  salud  humana  si  el 
operador  incurrió  en  culpa  o negligencia: 


Jurisdicción. 

En  lo  que  hace  a los  convenios  internacionales  y a la  legislación  comunitaria  la  autoridad  compe- 
tente no  excluye  la  jurisdicción  internacional  de  los  tribunales  (prevista  en  el  reglamento  (ce)  44/ 
2001  del  22/12/01). 

Este  reglamento  define  los  derechos  de  compensación  por  daños  tradicionales  otorgados  por  acuer- 
dos que  regulan  responsabilidad  civil  (derrames  de  petróleo,  etc.). 

Por  ello  las  autoridades  públicas  deben  garantizar  la  aplicación  y cumplimiento  de  la  Directiva. 

Corresponde  la  autoridad  debe  decidir  las  prioridades  de  reparación  de  daños  cuando  existan 
varios  casos  simultáneos. 


Alcance  de  la  responsabilidad  centrada  en  el  operador. 

El  operador  debe  sufragar  en  principio  el  coste  de  las  medidas  preventivas  y reparadoras  si  la 
autoridad  actúa  por  si  o por  terceros,  debe  garantizar  que  el  coste  lo  pague  el  operador,  todo  por  el 
sistema  de  costo  por  ajuste  alzado. 

Sin  embargo  el  operador  no  se  hace  cargo  de  los  actos  que  están  fuera  de  su  control. 

Conforme  tradiciones  jurídicas  de  la  responsabilidad  objetiva,  si  hay  culpa  o negligencia  de  ter- 
ceros, no  se  paga  la  restauración,  si  son  emisiones  o actos  autorizados  o cuyo  daño  potencial  no 
sea  conocido  se  pagan  medidas  preventivas  impuestas  por  leyes  o reglamentos. 

Cuando  hay  varios  responsables  se  impone  la  ley  nacional  y el  reparto  de  responsabilidades  con- 
forme la  misma. 


Los  usuarios. 

Los  usuarios  no  tienen  la  misma  responsabilidad  que  los  productores.  Las  autori- 
dades pueden  exigirles  la  devolución  de  gastos  de  medidas  preventivas  o reparadoras, 
por  un  período  razonable  de  tiempo. 
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- Evaluación  de  daños. 

Por  otra  parte  las  autoridades  deben  evaluar  los  daños  y las  medidas  reparatorias  (con 
discreción  administrativa),  cuya  cuantificación  no  se  determina  por  la  Directiva. 

Los  operadores  deben  garantizar  medios  de  aplicación  y cumplimiento  de  las  medidas 
y salvaguardar  a los  operadores.  A petición  de  personas  que  puedan  ser  afectadas  pue- 
den solicitarse  medidas. 


- Intereses  difusos. 

Por  tratarse  de  cuestiones  de  interés  difuso,  las  ONG  pueden  contribuir  a la  aplicación 
de  la  directiva  y tener  lugar  a recursos  jurídicos  de  los  ámbitos  nacionales. 


- Seguros  y garantías. 

Los  estados  deben  estimular  seguros  y garantías  y formular  instrumentos  y merca- 
dos de  garantía.  Tenderán  a rescatar  los  costos,  cuando  el  daño  afecte  a varios  estados 
estos  deben  colaborar  en  la  acción  preventiva  y reparatoria. 

Los  daños  anteriores  a la  vigencia  de  la  directiva  no  serán  cubiertos  por  sus  disposiciones. 

Los  estados  pueden  imponer  disposiciones  más  rigurosas  que  las  directivas  y deben 
informar  la  experiencia  que  adquieran  en  la  aplicación  de  la  norma. 


Modificaciones  sustantivas  de  algunas  instituciones  de  detalle,  en  razón  ambiental. 

No  es  necesario  ser  un  pronosticador  jurídico  para  advertir  que  ya,  hoy  y ahora  el  derecho  se  ha 
modificado  de  manera  llamativa  y tal  vez  por  primera  vez  en  la  historia  ha  creado  instituciones  y 
modificado  creencias  y dogmáticas  legales  desde  el  tiempo  del  Derecho  Romano  hasta  nuestros  días. 

Sin  embargo  la  recepción  de  las  nuevas  ideas  es  muy  difícil  por  parte  de  juristas,  políticos,  jueces 
y especialistas. 

Cuesta  reconocer  la  existencia  de  una  problemática  que  excede  los  límites  del  derecho  tradicio- 
nal, en  particular  por  el  hecho  de  que  los  recursos  naturales  que  se  consideran  habitualmente 
como  de  uso  colectivo  en  realidad  tienden  a privatizarse  de  manera  sorprendente  perdiendo  su 
condición  de  res  communis. 

Por  otra  parte  se  presenta  en  la  actualidad  del  derecho  una  suerte  de  tema  gremial  en  el  que  las 
diversas  ramas  del  conocimiento  jurídico  tratan  de  posesionarse  de  los  nuevos  territorios. 

Los  especialistas  no  quieren  perder  la  posesión  de  los  nuevos  temas  y quieren  agregarlo  a sus 
propios  territorios  con  los  más  diversos  intereses,  alguno  de  ellos  de  total  honorabilidad  y otros 
de  alcances  más  discutibles. 

El  derecho  internacional  público,  el  internacional  privado,  el  derecho  administrativo,  en  oportu- 
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nidades  el  derecho  penal  y otras  disciplinas  pretenden  la  posesión  de  las  instituciones  nuevas  y 
niegan  totalmente  la  existencia  de  un  derecho  ambiental  específico. 

El  futuro  derecho  ambiental  es  impredecible. 

Por  una  parte  podría  consolidarse  en  un  tronco  nuevo  con  una  dinámica  consideración  de  las 
condiciones  de  vida  en  el  planeta. 

Hemos  anticipado  (Derecho  de  los  Recursos  Naturales,  Editorial  La  Ley,  Buenos  Aires,  diciem- 
bre de  1986),  que  hay  una  probabilidad  de  desaparición  de  esta  especialidad,  diseminada  en  todo 
el  derecho. 

Hemos  desarrollado  algunos  criterios  al  introducir  el  tema  de  la  naturaleza  en  un  libro  sobre 
Contratos  Agrarios  que  fuera  editado  en  1995  por  la  Editorial  Depalma  (Páginas  1 a 6). 

Los  problemas  que  se  plantean  como  consecuencia  de  los  graves  daños  que  produce  a la  natura- 
leza, la  desordenada  actividad  humana  en  el  planeta,  imponen  a la  ciencia  jurídica  la  necesidad  de 
revisar  algunas  instituciones  fundamentales,  que  han  sido  consideradas,  aún  en  el  presente,  prin- 
cipios jurídicos  convenientes. 

Entre  los  temas  que  imponen  una  reflexión  particular,  debemos  empezar  por  señalar  el  que  se 
refiere  a la  incapacidad  del  Estado  para  maniobrar,  por  sí  solo,  los  aspectos  ambientales. 

Esta  cuestión  que  parece  aún  no  resuelta  en  el  Derecho  interno,  se  complica  aún  más  en  el  inter- 
nacional e impone  una  consideración  especial.  Expondremos  algunos  criterios  dentro  del  marco 
del  Derecho  interno. 

1.  Nos  parece  conveniente  establecer  que  el  Estado  debe  reconocer  su  incapacidad  para 
manejar  con  exclusividad  los  problemas  ambientales. 

La  posición  que  expresamos  fue  reiteradamente  sostenida  por  el  Profesor  Rafael  Bielsa  (abuelo), 
en  los  numerosos  tratados  que  han  honrado  la  doctrina  argentina,  tanto  en  el  país  como  en  el 
extranjero. 

Al  admitir  este  postulado,  creemos  conveniente  que  se  establezca  la  no  responsabilidad  del  Esta- 
do por  los  hechos  de  la  naturaleza , extendiendo  así  una  norma  habitual  en  materia  de  residuos 
naturales.  En  materia  de  aguas,  por  ejemplo,  las  leyes  específicas  señalan  que  el  Estado  no  tendrá 
responsabilidad  por  el  caudal  que  pueda  escasear  en  una  zona  de  regantes.  Tampoco  en  derecho 
minero,  será  responsable  del  contenido  metalífero  o de  la  ley  que  tenga  el  mineral  que  se  concede. 

2.  Tal  punto  de  partida,  no  significa  que  el  Estado  no  tenga  responsabilidad  cuando  se  trate 
de  actividades  que  él  haya  iniciado,  mediando  un  acto  administrativo  expreso.  Si  dentro  de  las 
competencias  de  la  autoridad,  se  resuelve  la  intervención  en  materia  ambiental,  creemos  que  esta 
hipótesis  debe  incorporarse  como  restableciendo  el  principio  de  responsabilidad  del  Estado. 

Sin  embargo,  la  disposición  administrativa  que  se  adopte  por  razones  ambientales,  debe  tener 
como  presupuesto  de  validez,  el  hecho  de  que  sean  conocidas  las  técnicas  y los  procedimientos 
que  se  empleen  para  tratar  de  combatir  alguna  circunstancia  ambiental  negativa.  No  puede  consi- 
derarse la  responsabilidad  estatal,  en  la  hipótesis  de  que  el  Estado  afronte  un  mal,  respecto  del 
cual  no  existan  condiciones  objetivas  de  contención  y/o  remedios  ambientales  identificados. 


Anales  de  la  Sociedad  Científica  Argentina  • Volumen  232  N°  1 • 2003  • Pag.  18 


3.  lodo  lo  expuesto  no  significa  desconocer  las  responsabilidades  civiles  comunes,  actual- 
mente estructuradas,  en  cuanto  atribuyen  a personas  jurídicas  privadas,  individuales  o colectivas, 
responsabilidad  por  acciones  u omisiones  en  un  obrar  diligente. 

4.  Las  consideraciones  que  dejamos  expresadas,  no  creemos  que  puedan  extenderse  sin  una 
previa  adecuación,  al  ámbito  del  Derecho  Internacional  Público,  sistema  jurídico  en  el  cual  algu- 
nas responsabilidades  pueden  surgir  para  el  Estado,  por  su  obligación  de  vigilar  las  actividades 
propias  y de  terceras  personas. 

5.  En  lo  que  se  refiere  a los  procedimientos,  es  evidente  que  existen  una  serie  de  modifica- 
ciones a los  principios  que  hasta  ahora  había  sustentado  el  derecho  en  la  materia. 

En  forma  tradicional  se  ha  venido  reconociendo  la  institución  según  la  cual,  toda  parte  en  un 
proceso  puede  recusar  al  juez  que  interviene  en  una  causa,  por  considerar  que  el  mismo  no  man- 
tiene la  ecuanimidad  necesaria  para  juzgar  la  cuestión  que  se  le  somete. 

En  los  temas  ambientales,  la  objetividad  que  se  reclama  habitualmente  de  la  justicia,  no  siempre 
puede  existir  dado  que  los  jueces  tienen  tanto  interés  en  la  resolución  de  las  cuestiones  como 
quizás  alguno  o algunas  de  las  partes.  Una  nueva  norma  debe  establecerse,  según  la  cual  no 
podrán  ser  recusados  los  jueces  bajo  la  afirmación  de  tener  un  interés  directo  en  la  causa,  salvo 
que  dicha  recusación  pueda  fundamentarse  en  el  hecho  de  que  el  juez,  a más  de  la  cuestión 
ambiental  en  sí  misma,  obtenga  alguna  suerte  de  retribución  patrimonial  concreta,  que  entonces 
sí,  imponga  el  abandono  de  la  jurisdicción  por  su  parte. 

6.  Otros  aspectos  procesales  son  también  igualmente  importantes.  Uno  y muy  principal  es  el 
relativo  a la  competencia.  La  ley  italiana  ya  tiene  reconocido  que  cualquier  juez,  de  cualquier 
fuero  y competencia,  está  facultado  a intervenir  si  es  requerido.  Esta  generalización  de  la  compe- 
tencia, se  vincula  a una  noción  globalista  del  ambiente,  según  la  cual  la  gravedad  de  los  aspectos 
ambientales  impone  ser  indiferente  a regulaciones  estrictas.  La  ley  italiana  también  permite,  sin 
embargo,  la  existencia  de  un  fuero  especializado  en  materia  ambiental,  al  que,  si  se  prefiere, 
puede  ser  llevada  la  cuestión,  en  la  convicción  de  que  esa  jurisdicción  estará  más  capacitada  para 
tratar  el  tema  ambiental,  siempre  y cuando  no  exista  una  gravedad  o apuros  que  impongan  la 
solución  anterior,  esto  es  la  intervención  de  cualquier  juez. 

7.  Otro  aspecto  fundamental  para  el  nuevo  derecho  ambiental  que  se  está  gestando,  es  el  de 
la  legitimación  procesal.  Con  estas  palabras  se  señala  una  construcción  jurídica  según  la  cual, 
para  poder  intervenir  en  un  juicio,  debe  la  persona  que  se  presenta,  tener  un  interés  legítimo  o un 
derecho  adquirido. 

Las  tradiciones  jurídicas  han  estado  siempre  a favor  de  que  el  presentante  ante  un  tribunal  de  justi- 
cia, acredite  un  derecho  particular  afectado,  a consecuencia  del  cual  el  juez  lo  declara  parte  median- 
te un  procedimiento  ritual,  el  proceso.  La  consecuencia  de  ser  parte  supone  la  posibilidad  de  hacer 
peticiones  concretas  ante  juez,  que  puede  resolverlas  en  sentido  favorable  o desfavorable. 

En  la  hipótesis  de  no  formar  parte  en  el  sentido  judicial  del  proceso,  el  derecho  procesal  actual  no 
permite  a persona  alguna  que  realice  peticiones,  pues  las  mismas  no  son  objeto  de  consideración 
por  el  juez. 

En  el  nuevo  derecho  ambiental,  la  noción  de  legitimación  tiende  a extenderse  y ampliarse  en  una 
dimensión  tal,  que  lleva  necesariamente  al  abandono  del  concepto  de  parte  o,  por  el  contrario,  a 
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su  generalización.  La  conclusión  del  moderno  derecho  ambiental  es  que,  cualquier  persona  es 
parte  y que  su  derecho  nacería,  no  sólo  de  títulos  de  propiedad  o derecho  y acciones  concretas  que 
ella  pudiera  ejercer  por  el  derecho  convencional,  sino  que  el  interés  podría  ser  de  lo  que  los 
modernos  tratadistas  denominan  el  interés  difuso. 

8.  ¿Qué  es  el  interés  difuso?.  El  interés  difuso  sería  -en  una  definición  incompleta  y rápida- 
el  derecho  que  se  reconocería  a cualquier  persona  de  obtener  el  respeto  de  la  naturaleza  por  parte 
de  los  demás. 

La  afirmación  que  queda  expresada  impone  necesariamente  algún  ámbito  de  delimitación,  por- 
que de  lo  contrario  podría  resultar  una  exageración  de  tales  postulados  que  guiaría  a soluciones 
anárquicas  desde  el  punto  de  vista  de  la  resolución  judicial  a adoptarse. 

9.  Los  intereses  difusos  se  vinculan  en  forma  inmediata  a otro  concepto  que  es  el  denomina- 
do intereses  de  clases.  Superando  una  antigua  tendencia  del  derecho,  que  se  afirmaba  y lograba 
su  seguridad  prácticamente  en  el  enfrentamiento  de  derechos  individuales,  uno  contra  el  otro,  el 
reconocimiento  de  que  un  grupo  de  personas  o muchas  personas,  con  identidad  de  situación  o 
interés  pueda  tener  un  derecho  no  precisado  a imponer  el  respeto  a la  naturaleza  y su  resarcimien- 
to o restauración,  nos  lleva  a la  conclusión  de  que  existe  una  nueva  categoría  jurídica  según  la 
cual  eses  «derechos  generalizados»  tendrían  la  oportunidad  de  obtener  amparo  judicial  concreto. 
Así  las  cosas,  la  pretensión  de  que  se  respeten  las  condiciones  escénicas  o panorámicas  de  una 
región,  como  la  de  los  lagos  del  sur,  constituiría  un  interés  legítimo  para  cualquier  peticionante , 
tenga  u no  título  de  propiedad  sobre  alguna  cosa  de  esa  región,  e incluso  sea  o no  habitante  de  la 
zona. 

De  lo  expresado  surge  de  manera  manifiesta  la  conveniencia  de  marcar  o señalar  estructuras 
jurídicas  nuevas,  que  permitan  obtener  los  resultados  de  protección  a la  vida,  con  alcances  que 
vayan  más  allá  de  los  aspectos  políticos  y que  supongan,  como  lógica  consecuencia  de  respeto  a 
la  vida,  un  efectivo  respeto  a la  naturaleza,  sobre  la  base  y el  convencimiento  de  que  la  supervi- 
vencia del  hombre  en  el  planeta,  está  enjuego  en  estos  casos. 

1 0.  En  el  derecho  ambiental  no  existe  duda  respecto  de  la  identidad  de  derecho-responsabili- 
dad. Es  imprescindible  el  establecimiento  de  normas  que  tiendan  a responsabilizar  a los  habitan- 
tes por  la  realización  u omisión  de  acciones  que  afecten  la  vida  humana  y natural  en  cualquiera  de 
sus  modalidades,  como  así  también  ocasionen  un  deterioro  grave  de  las  condiciones  de  la  biosfera 
y del  estándar  de  calidad  de  vida  existente. 

1 1 . Los  nuevos  derechos  y garantías  de  la  Constitución  nacional  reformada  en  1 994. 

Existe  un  tándem  de  artículos  (4 1 , 42  y 43)  de  muy  buena  factura  y de  futura  utilización  práctica. 
Los  principios  que  ellos  establecen  son  exactos  y me  parecen  alejados  de  toda  demagogia. 

El  texto  del  4 1 dice  que  “todos  los  habitantes  gozan  del  derecho  a un  ambiente  [ ...]  y el  deber  de 
preservarlo’'. 

Todos,  sean  las  personas  físicas  y jurídicas.  El  Estado  también,  pero  como  uno  más,  no  en  forma 
exclusiva  y excluyente. 

No  se  dice  que  el  Estado  está  obligado  a preservarlo,  como  se  hace  en  otras  constituciones.  Cree- 
mos que  el  Estado  no  asume  esa  responsabilidad,  que  se  le  adjudica  en  el  derecho  internacional  y 
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se  presume  lo  tiene  en  el  derecho  interno,  en  diversos  marcos  jurídicos,  de  nuestro  pais  y del 
exterior. 

En  nuestro  criterio,  eso  significa  la  posibilidad  del  Estado  de  indemnizar.  No  es  obligatoria  y 
segura.  Creemos  que  la  Constitución  reformada  adopta  la  teoría  que  expusimos  bajo  el  supuesto 
de  la  incapacidad  del  Estado. 

1 2.  La  Constitución  reformada  habla  de  un  ambiente  sano.  Presumimos  que  quiere  decir  que 
no  se  debe  ni  puede  contaminar,  porque  algún  párrafo  hablará  de  límites  a la  contaminación.  Por 
esos  límites  se  debe  suponer  un  equilibrio,  pero  se  supone  que  se  trata  de  un  equilibrio  natural, 
apto  para  el  desarrollo  humano.  ¿Querrá  decir  humanidad?.  O sea,  personas  y toda  forma  de  vida 
y de  condición  que  la  favorezca.  La  Constitución  no  se  enrola  en  el  criterio  del  desarrollo  susten- 
table.  En  cambio,  establece  una  cláusula  de  idealismo.  Las  actividades  productivas  deben  satisfa- 
cer las  necesidades  presentes  sin  comprometer  las  futuras. 

Es  el  caso  de  preguntamos  si  sabrá  la  ciencia  lo  bastante  para  forjar  esta  pauta. 

13.  La  Constitución  nacional  reformada  en  1994  crea  una  institución  nueva:  crea  el  daño 
ambiental.  Existe  una  nueva  categoría  jurídica  de  dimensión  constitucional.  El  daño  ambiental  es 
distinto  del  daño  civil  y del  daño  penal. 

¿Por  qué?  Porque  no  procura  una  indemnización  para  un  patrimonio  particular,  para  una  persona 
física,  sino  para  un  patrimonio  social  y colectivo  que  es  la  naturaleza.  La  indemnización  debe 
aplicarse  a recomponer  la  naturaleza. 

Las  autoridades  son  las  responsables  de  defender  el  ambiente.  No  el  Estado.  Es  una  obligación  de 
los  funcionarios,  más  que  de  la  entidad  Estado. 

Con  ello,  nos  parece  que  la  obligación  se  particulariza  y personaliza:  son  las  autoridades  las 
responsables  de  preservar  el  patrimonio  natural  y cultural,  la  diversidad  biológica  y la  informa- 
ción y educación  ambientales. 

14  Conformando  un  criterio  que  siempre  difundimos,  en  todos  los  niveles  de  gobierno  (fe- 
deral, local,  municipal,  regulatorio)  hay  competencia  ambiental.  La  materia  ambiental,  según  el 
párrafo  tercero  del  art.  41  de  la  Constitución  nacional,  es  atribución  compartida  por  la  Nación  y 
las  provincias.  Sin  embargo,  sin  perjuicio  de  ello,  corresponde  a la  Nación  dictar  los  presupuestos 
mínimos  de  protección  y corresponde  a las  provincias  dictar  las  normas  necesarias  para  comple- 
mentarlas. En  esto  se  trata  de  que  ambos  niveles  dictan  leyes  complementarias.  Así,  se  aplica  una 
tradición  legislativa  norteamericana  y se  deduce  que  todos  los  niveles  en  la  Argentina  tienen 
atribuciones  ambientales. 

15.  Creación  con  rango  constitucional  de  una  acción  expedita  y rápida  de  amparo  a los 
derechos  que  protegen  el  ambiente. 

En  nuestro  criterio,  el  intérprete  se  debe  formular  esta  pregunta:  ¿es  una  acción  de  amparo  ya 
existente  o una  nueva  de  definición  distinta?.  Creemos  que  se  trata  de  una  acción  de  amparo 
ambiental,  distinta  de  la  mera  aplicación  del  régimen  de  amparo  existente.  En  el  párrafo  segundo 
del  art.  43  de  la  Constitución  nacional  reformada,  surge  que  puede  presentar  el  amparo: 
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• El  afectado 

• El  defensor  del  pueblo,  y 

• Las  asociaciones  que  propendan  a esos  fines  de  proteger  el  am- 
biente. Se  trata  en  este  caso  de  una  tradición  europea  francesa. 

Por  otra  parte,  el  primer  párrafo  del  art.  43  de  la  Constitución  nacional  permite  un  amparo  contra 
acciones  u omisiones  públicas  o privadas,  admitiendo  también  la  declaración  por  el  juez  de  la 
inconstitucionalidad  de  la  norma. 

Estimamos  que  es  una  segunda  forma  de  amparo,  ésta  sí  similar  a la  actual. 

El  camino  de  reparación  del  daño  ambiental  indicado  en  primer  lugar,  nos  parece  que  desplaza  la 
responsabilidad  civil  y penal,  adjudicando  al  amparo  el  carácter  de  vía  neutral  a favor  de  la  natu- 
raleza. 
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RESÚMEN 


Las  proteasas  de  algunos  insectos  comunes  en  el  hábitat  argentino  (el  ácaro 
Dermatophagoides  pteronyssinus  (Dpt),  la  cucaracha  Periplaneta  americana  (Pa)  y el  reduvídeo 
Triatoma  infestans  (Ti)  poseen  proteasas  con  actividades  gelat i nol ítica  e inmunogénica 
caracterizables  por  diversos  métodos  fisicoquímicos.  El  Dpt  posee  proteasas  del  tipo  cisteína  a 
pH  6 e inmunoreacciona  a 200  kDa;  la  Pa  exhibe  una  tripsina  o simil-tripsina  a pH  6 e 
inmunoreacciona  a 90,  78  y 65  kDa  mientras  que  el  Ti  posee  una  tripsina  o simil-tripsina  a pH  8,5 
con  inmunoreactividad  a 78  y 65  kDa.  La  reactividad  cruzada  entre  Pa  y Ti  ha  sido  demostrada 
oportunamente.- 


ABSTRACT 


Very  common  insects  in  Argentina  like  the  house-dust  mite  Dermatophagoides 
pteronyssinus  (Dpt),  thecockroach  Periplaneta  americana  (Pa)  and  the  reduviid  Triatoma  infestans 
(Ti)  are  rich  in  proteases  with  gelatinolytic  and  antigenic  properties.  Dpt  has  a cistein-protease  at 
pH  6 with  immunoreactivity  at  200  kDa  , Pa  has  a trypsin-like  protease  at  pH  6 with 
immunoreactivity  at  90,  78  and  65  kDa  meanwhile  Ti  has  a trypsin-like  protease  at  pH  8,5  with 
immunoreactivity  at  78  and  65  kDa.  The  cross  reactivity  between  Pa  and  Ti  was  demonstrated 
elsewhere. 


Introducción 

Dentro  de  la  clasificación  entomológica  general,  la  cucaracha  pertenece  al  orden  de  los 
Orthopteros  (del  griego:  orthos-derecho  y pteron-alas),  familia  Blattidae  o Blattaria  que  abarca  a 
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los  insectos  aplanados,  de  carrera  rápida,  con  antenas  largas  y delgadas,  ojos  bien  desarrollados  y 
aparato  bucal  masticador  con  mandíbulas. 

En  las  especies  con  alas  bien  desarrolladas,  ambos  pares  tienen  muchas  venas  y un  gran 
número  de  vasos  transversales.  El  par  anterior,  más  estrecho,  engrosado  y coriáceo  o apergaminado, 
llamado  tégmenes,  sirve  principalmente  como  cubierta  para  el  par  posterior  cuando  no  vuelan, 
mientras  que  el  par  posterior  de  alas  es  delgado,  mucho  más  grande,  usado  principalmente  durante 
el  vuelo,  permaneciendo  plegadas  en  forma  de  abanico  bajo  los  tégmenes,  cuando  no  se  emplean. 

Muchas  especies  sólo  tienen  alas  rudimentarias  o carecen  totalmente  de  ellas.  El  protórax 
es  grande  y oculta  gran  parte  de  la  cabeza.  El  abdomen  es  voluminoso,  muy  segmentado  y lleva 
un  par  de  cercos  apicales. 

En  América,  esta  familia  está  representada  por  unas  70  especies;  en  todo  el  mundo  se 
conocen  más  de  2000  especies. 

Las  cucarachas  se  han  ajustado  muy  bien  a vivir  con  el  hombre;  son  una  de  las  más 
desagradables  plagas  de  las  habitaciones  humanas.  Se  esconden  en  las  grietas  y en  las  hendiduras 
que  les  proporcionan  los  métodos  humanos  de  construcción.  Se  encuentran  en  muchas  clases  de 
alimentos,  comen  parte  de  los  mismos,  los  decoloran  y manchan  con  sus  materias  fecales,  dejando 
tras  ellos  un  olor  desagradable. 

Son  además  portadoras  de  organismos  que  causan  enfermedades  entéricas  (Salmonellosis 
y Disentería  bacilar)  que  llevan  desde  las  alcantarillas  y botes  de  basura  hasta  el  alimento  del 
hombre;  ocasionalmente,  se  las  ha  encontrado  infectadas  con  otros  organismos  patógenos  como 
los  de  la  tuberculosis,  de  la  lepra,  ciertos  virus,  protozoarios,  hongos  anemófilos  y,  recientemente, 
hasta  con  el  productor  de  la  neumonía  atípica  de  Hong  Kong  y de  la  China. 

Por  ser  de  hábitos  nocturnos,  y que  se  dejan  ver  a la  luz  del  día  solamente  cuando  se  las 
inquieta  o molesta,  poco  pensamos  en  ellas  como  agentes  productores  de  enfermedades. 

Las  cucarachas  tienen  pocos  enemigos  naturales  y pueden  sobrevivir  en  cocinas  y 
restaurantes  muy  higiénicos. 

Son  viajeras  muy  cabales  que  se  han  esparcido  por  todo  el  mundo  llevadas  por  buques  y 
aviones.  En  nuestro  país,  3 especies  cosmopolitas  son  las  más  abundantes:  la  pequeña  cucaracha 
alemana  o Blatta  germánica  (la  más  común  en  las  cocinas  o en  los  baños);  la  cucaracha  oriental  o 
Blatta  oriental is  (de  mayor  tamaño  y abundante  en  los  sótanos  húmedos  a lo  largo  de  las  líneas  de 
drenaje)  y la  cucaracha  americana  o Periplaneta  americana  (Pa),  la  más  grande  de  las  3 y frecuente 
en  los  tiraderos  de  basura  de  las  grandes  ciudades  y objeto  de  este  estudio  y de  una  línea  de 
investigación  iniciada  por  nosotros  en  1980. 

Realizamos  aislamiento  y caracterización  de  antígenos  del  exoesqueleto  y de  las 
formaciones  queratinizadas  del  insecto  aplicando  diversas  técnicas  fisicoquímicas  para  valorar 
sus  diferentes  propiedades. 

También  se  estudió  la  capacidad  antigénica  de  las  glucoproteínas  caracterizadas  en  un 
modelo  experimental  en  conejos  detectando  a los  anticuerpos  producidos  que,  además  de  ratificar 
dicha  capacidad  antigénica,  fueron  muy  útiles  par  ser  empleados  en  diferentes  técnicas 
inmunológicas  de  análisis  más  puntilloso  de  las  propiedades  fisicoquímicas  de  los  antígenos  (p. 
ejem.  Isoelectroenfoque,  SDS-PAGE,  Western-blot,  etc.). 

La  pululación  de  las  cucarachas  en  los  ambientes  domiciliarios  fue  inculpada  en  el  mundo 
entero  de  ser  el  mayor  factor  exógeno  de  generar  el  asma  bronquial  humana.  Téngase  en  cuenta 
que  por  cada  insecto  que  vemos  en  nuestras  cocinas  se  presume  la  existencia  de  otros  800  en  el 
submundo  de  los  zócalos,  rendijas,  grietas,  revoques,  etc.  Está  probado  que  un  nivel  del  antígeno 
Bla  gl  superior  a 8 U/g  de  polvillo  habitacional  guarda  una  directa  relación  con  el  número  de 
internaciones  de  emergencia  por  asma  bronquial  aguda. 

Toda  medida  de  control  ambiental  que  posibilite  controlar  esta  plaga  será  muy  bienvenida 
por  los  pacientes  afectados  de  hipersensibi lidad  a los  antígenos  de  estos  blátidos.  El  manejo  de 
los  alimentos  y de  sus  restos  debe  ser  muy  prolijo  a fin  de  evitar  que  las  cucarachas  tengan  fuente 


Anales  de  la  Sociedad  Científica  Argentina  • Volumen  232  N°  1 • 2003  • Pag.  25 


de  alimentación  y sobrevida. 

Las  diversas  especies  mencionadas  poseen  ciclos  vitales  muy  semejantes;  los  huevos 
contenidos  en  las  ootecas  (que  ocasionalmente  se  hallan  en  los  cajones  o estantes  de  las  cocinas) 
varían  entre  10  y 50  y sólo  en  la  variedad  germánica  los  lleva  adheridos  a su  abdomen  hasta  el 
momento  de  su  alumbramiento.  Las  ninfas  son  anatómicamente  similares  a los  adultos  y tardan 
entre  6 y 12  meses  para  lograr  su  maduración.  Los  adultos  viven  entre  3 y 1 5 meses  dependiendo 
del  hábitat. 

Los  alérgenos  de  las  cucarachas  derivan  de  diferentes  fuentes  tales  como  las  heces,  la 
saliva,  la  desecación  y momificación  de  los  estadios  ninfales  y adultos,  las  ootecas  y los  huevos. 
Las  cucarachas  mantenidas  en  el  laboratorio  para  su  estudio  entomológico,  físico,  químico  e 
inmunológico  eliminan  poderosas  sustancias  en  sus  recipientes  que  constituyen  el  llamado  “frass” 
y resulta  de  utilidad  para  todos  estos  estudios.  Las  especies  más  comunes  como  la  Periplaneta 
americana  (Pa)  y Blatella  germánica  (Bla  g)  son  exhaustivamente  conocidas  y sus  antígenos 
fueron  purificados,  secuenciados,  clonados  y reproducidos  como  proteínas  recombinantes. 

La  mayoría  de  estos  antígenos  son  específicos  de  especie  aunque  Per  a 1 y Bla  g 1 son  los 
únicos  que  exhiben  una  reactividad  cruzada  más  marcada.  El  alérgeno  Bla  gl  muestra  un  94%  de 
homología  con  el  nucleótido  designado  previamente  Bla  g Bd90K  rebautizado  en  la  actualidad 
como  Bla  g 1 .0 1 02  de  acuerdo  a las  pautas  de  nomenclatura  establecidas  por  la  OMS-IUIS. 

El  Bla  g 1 presenta  una  estructura  poco  usual  consistente  en  7 tándems  repetidos  de  100 
aminoácidos  cada  uno;  el  cDNAs  que  lo  codifica  muestra  un  72%  de  identidad  secuencial  con  el 
del  Per  a 1. 

La  reactividad  cruzada  entre  los  integrantes  del  grupo  I de  los  antígenos  de  las  cucarachas 
exhiben  un  30%  de  homología  con  la  proteína  ANG12  de  la  hembra  del  mosquito  Anopheles 
gambiae  lo  cual  puede  sugerir  que  estas  proteínas  podrían  tener  una  función  digestiva. 

El  Bla  g 2 pesa  36  kDa  y presenta  homología  con  una  aspártico-proteasa  del  tipo  pepsina, 
catepsina  y quimosina.  Elevadas  concentraciones  del  Bla  g 2 se  encuentran  en  el  esófago, 
proventrículo  e intestino  del  blátido. 

Tanto  Bla  g 1 como  Bia  g 2 pueden  cuantificarse  en  el  polvillo  habitacional  mediante 
equipos  ELISA  ad-hoc  y establecer  de  alguna  manera  el  grado  de  “riesgo”  de  un  hábitat, 
especialmente  institucional,  para  los  niños  o adultos  asmáticos.  La  prevalencia  de  anticuerpos 
IgE  contra  Bla  g 1 oscila  entre  el  30  y el  50%  mientras  que  contra  Bla  g 2 es  del  80%. 

El  Bla  g 4 fue  el  primer  antígeno  aislado  y clonado  de  la  B.  germánica  y pertenece  a la 
superfamilia  de  las  lipocalinas  o calicinas;  esta  familia  incluye  a otros  importantes  alérgenos  tales 
como  las  proteínas  de  la  orina  de  las  ratas  y ratones  y los  pelos  y escamas  (“epitelios”)  del  perro, 
la  vaca,  el  caballo  y la  beta-Iactoglobulina  de  la  leche  vacuna. 

Las  lipocalinas  son  proteínas  extracelulares  que  se  unen  a moléculas  hidrofóbicas  con 
gran  afinidad  y selectividad.  Las  proteínas  urinarias  de  los  roedores  que  son  alergénicas  para  el 
hombre  tienen  otra  función  como  feromonas;  se  especula  que  el  Bla  g 4 podría  desplegar  similar 
actividad  entre  las  cucarachas. 

Aunque  la  homología  de  las  secuencias  es  tan  sólo  del  20%  todos  los  integrantes  de  la 
familia  lipocalinas  presentan  similar  estructura  tridimensional.  El  Bla  g 4 recombinante  preparado 
en  bacterias  o levaduras  posee  una  excelente  actividad  alergénica  en  sujetos  atópicos.  Con  sus  1 8 
kDa  es  responsable  del  60%  de  la  prevalencia  de  su  IgE  específica. 

El  Bla  g 5 de  23  kDa  es  un  miembro  de  las  glutatión-S-transferasas  y exhibe  un  50%  de 
homología  con  la  misma  enzima  de  otros  insectos  y un  28  % de  homología  con  el  Der  p 8.  Estas 
enzimas  están  involucradas  en  la  detoxificación  de  compuestos  tóxicos  endógenos  y exógenos  y 
su  producción  está  asociada  con  la  resistencia  a los  insecticidas,  los  que  a su  vez  incrementan  su 
síntesis.  Es  responsable  del  70%  de  la  IgE  específica. 

El  Bla  g 6 posee  21  kDa,  es  responsable  del  50%  de  los  anticuerpos  IgE  específicos  y 
presenta  homología  con  la  troponina-C. 
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Por  su  parte,  la  Pa  expresa  3 alérgenos  principales:  el  Per  a 1,  el  Per  a 3 y el  Per  a 7.  El 
primero  de  ellos,  a su  vez,  posee  cuatro  isofomias  denominadas  Per  a 1 .0 1 0 1 , Per  a 1 .0 1 03  y Per 
a 1.0104  y un  isoalérgeno  bautizado  Per  a 1.02  con  una  identidad  secuencial  del  78,2%. 

El  Per  a 1 tiene  25  kDa,  el  Per  a 3 72  kDa  y el  Per  a 7 33  kDa  de  peso  molecular  y son 
responsables  entre  el  50  y el  80%  de  los  anticuerpos  IgE  específicos.  El  Per  a 3 estaría  vinculado 
con  el  sistema  arilforina-hemocianina  y el  Per  a 7 con  la  tropomiosina. 

Este  último  merece  un  párrafo  aparte  por  su  gran  reactividad  en  los  humanos  sensibilizados 
y por  convertirse  en  un  alérgeno  de  "amplio  espectro”  habida  cuenta  de  las  múltiples  y variadas 
reacciones  cruzadas  con  otros  insectos  (Der  p 10  y Der  f 10)  y hasta  con  crustáceos  y moluscos. 

Los  ácaros  del  polvillo  habitacional  pertenecen  al  Suborden  Astigmata,  Orden  Acari,  Clase 
Aráchnida,  Subfamilia  Chelicerata  y Familia  Arthropoda.  Sus  más  conspicuos  representantes  son 
los  Dermatophagoides  pteronyssinus  y farinae  y el  Euroglyphus  maynei,  propios  de  los  climas 
templados. 

Son  aeróbicos  y,  aparentemente,  intercambian  0,  y CO,  a través  de  toda  su  superficie 
corporal;  se  alimentan  exclusivamente  de  escamas  de  la  piel  humana  y de  las  mascotas. 

La  familia  Pyroglyphidae  también  está  presente  en  el  polvillo  habitacional  y posee  16 
géneros  y 46  especies.  Conjuntamente  con  las  familias  Glycyphagidae  (Glycyphagus  domesticus 
y Lepidoglyphus  destructor),  Acaridae  (Tyrophagus  putrescentiae  y Acarus  siró)  y Chortoglyphidae 
(Chortoglyphus  ancutatus),  integran  esa  mezcla  heterogénea  y,  que  no  debería  utilizarse  en  la 
vacunoterapia  o inmunoterapia.  En  los  climas  tropicales  debe  adicionarse  a la  Blomia  tropical is 
de  la  familia  Echymyopodidae  a este  polvillo  habitacional  aunque  autores  argentinos  sostienen 
cierta  prevalencia  entre  nuestra  población. 

La  mayor  o menor  frecuencia  de  sensibilizaciones  a estas  diferentes  familias  de  ácaros 
depende  esencialmente  de  las  condiciones  climáticas  (temperatura  y humedad  relativa  ambiente) 
del  ecosistema  en  que  vive  el  paciente. 

Los  alérgenos  de  los  ácaros  están  divididos  en  13  grupos  de  acuerdo  a su  composición 
química,  su  secuencia  aminoacídica,  su  homología  y su  peso  molecular.  Se  bautizan 
convencionalmente  con  las  3 primeras  letras  del  género,  la  primera  letra  del  nombre  de  la  especie 
y un  número  que  surge  del  orden  en  que  fue  caracterizado,  de  la  homología  y del  peso  molecular. 
(14). 

El  grupo  I está  compuesto  por  glucoproteínas  con  actividad  de  cisteinoproteasa  con 
homología  similar  a enzimas  como  la  papaína,  actinidina,  catepsina  H y B y bromelina.  Su  peso 
molecular  es  de  25  kDa  y la  antigenicidad  en  humanos  es  superior  al  90%.  Su  origen  parece 
residir  en  las  células  del  tracto  intestinal  del  ácaro. 

Der  p 1,  Der  f 1,  Eur  m 1 y Der  m 1 integran  este  grupo  y aunque  exhiben  notable 
especificidad  tienen  reactividad  cruzada  hasta  un  80  % (especialmente  entre  Der  p 1 y Der  f 1). 

Der  p 1 es  capaz  de  clivar  al  CD23  de  los  LB  humanos  y al  CD25  (receptor  para  la  IL-2); 
algunos  autores  sostienen  que  estos  antígenos  son  eliminados  como  preproteínas  y que  son  activadas 
por  el  glutatión  que  se  encuentra  naturalmente  en  las  secreciones  del  árbol  respiratorio  humano. 

El  grupo  II  está  constituido  por  Der  p 2,  Der  f 2,  Eur  m 2,  Tyr  p 2 y Lep  d 2 con  un  peso 
molecular  aproximado  de  14  kDa,  una  antigenicidad  en  los  humanos  superior  al  90%  y una 
homología  significativa  con  una  proteína  del  epidídimo  de  los  primates. 

Der  f 2 y Der  p 2 exhiben  un  88%  de  homología  y parecen  estar  elaboradas  por  el  tracto 
reproductivo  del  macho.  El  anticuerpo  monoclonal  1 D8  reconoce  al  Der  p 2,  pero  no  al  Der  f 2 lo 
cual  implica  que  existe  un  epitope  distinto  entre  ambos. 

Una  cantidad  superior  a 2 mcg  del  alérgeno  de  ácaros  por  cada  gramo  de  polvillo 
habitacional  se  considera  un  factor  de  riesgo  para  inducir  sensibilización  en  los  sujetos  atópicos 
(rinitis  perenne  y asma  bronquial). 

Der  p 5 y Der  f 5 con  un  peso  molecular  entre  25  y 27  kDa  pertenecen  a la  familia  de  la 
quimiotripsina  y serina  mientras  que  el  grupo  VI  muestra  una  apetencia  por  catalizar  la  tríada 
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Histidina-Aspártico-Serina  y sería  una  serina-proteasa  de  24,9  kDa  y 37%  idéntica  a la  tripsina 
del  Der  p 3. 

Der  p 9 fue  identificado  como  una  serina  proteasa  colagenolítica  de  23  kDa. 

Los  Triatomíneos  son  reduvídeos  que,  desde  el  punto  de  vista  médico,  constituyen  insectos 
hematófagos  de  gran  importancia  sanitaria.  Son  conocidos  también  por  las  denominaciones  vulgares 
de  “vinchucas”,  “chipos”,  “chirimachas”,  “pitos”,  “chinches  aladas”,  “barbeiros”,  “conesone  bugs’ 
y “kissing  bugs”,  según  la  zona  geográfica  de  América  del  Sur,  Central  y del  Norte  en  que  se  las 
encuentra. 

Comprenden  a un  centenar  de  especies,  la  mayor  parte  de  las  cuales  posee  hábitat  silvestre 
y se  hallan  en  los  nidos  de  las  aves,  madrigueras,  oquedades  de  los  árboles  y acúmulos  de  piedras. 
Sin  embargo,  las  más  importantes  son  aquellas  que  se  han  habituado  a colonizar  la  vivienda 
humana  o que  están  en  la  fase  de  adaptación  para  ello.  Algunas  especies,  como  el  Triatoma  infestaos, 
se  han  transformado  en  estrictamente  domiciliarias. 

Son  insectos  nocturnos,  o por  lo  menos,  pican  en  la  oscuridad  mientras  que  sus  víctimas 
están  dormidas.  Otros  atacan  a plena  luz  del  sol  como  sucede  con  Triatoma  spinolai.  La  picadura 
es  indolora  pues  el  insecto  necesita  llenar  su  abdomen  sin  intranquilizar  al  animal  o a la  persona 
atacada.  Defecan  durante  el  acto  de  la  alimentación,  lo  que  tiene  importancia  en  el  mecanismo  de 
transmisión  de  la  tripanosomiasis  americana  o enfermedad  de  Chagas-Mazza. 

Existen  en  nuestro  país  y en  el  resto  de  América  del  Sur,  especies  fitófagas  que  no  agreden 
a los  mamíferos  como  las  hematófagas,  pero  que  comparten  epitopes  antigénicos  y revelan 
capacidad  sensibilizante  para  humanos  atópicos. 

En  estudios  previos  se  demostró  la  antigenicidad  de  glucoproteínas  derivadas  del 
exoesqueleto  y de  estadios  ninfales  del  Triatoma  infestans  que  eran  capaces  de  inducir  en  humanos 
atópicos  respiratorios  residentes  en  zonas  endémicas  para  el  insecto  de  anticuerpos  IgE  e IgG 
específicos  presuntivamente  vinculados  con  su  patología  respiratoria. 

Algunas  de  éstas  proteínas  exhibían  reactividad  cruzada  con  proteínas  obtenidas  de  la 
cucaracha  Pa  según  la  aplicación  de  numerosas  técnicas  in  vivo  e in  vitro.  También  en  modelos 
experimentales  en  animales  se  obtuvieron  anticuerpos  específicos  que  ratificaron  la  presencia  de 
epitopes  comunes  a ambos  insectos  y,  aún  en  cobayos  por  vía  inhalatoria  fue  posible  desarrollar 
una  neumonitis  por  hipersensibilidad  (alveolitis  alérgica  extrínseca)  que  corroboraba  la  capacidad 
antigénica  sino  que  también  involucraba  al  eje  macrófago-linfocito  en  la  respuesta  inmune 
específica  para  las  proteínas  provenientes  de  ambos  insectos. 

Por  otra  parte,  se  sabe  que  desde  hace  mucho  tiempo  que  muchos  alérgenos  correlacionan 
su  capacidad  sensibilizante  con  la  presencia  en  su  composición  química  de  diversas  enzimas  que 
facilitan  su  penetración  a nivel  de  la  mucosa  respiratoria  y que  también  pueden  actuar  como 
antígenos  exógenos  extraños  al  organismo. 

La  participación  de  peptidasas  como  alérgenos  constituye  una  moderna  línea  de 
investigación  en  numerosos  laboratorios  del  mundo  que  estudian  el  fenómeno  atópico.  Desde  el 
hallazgo  del  papel  de  la  fosfatasa  ácida  en  algunos  pólenes  de  Gramíneas  hasta  la  importancia  de 
ciertas  proteasas  provenientes  de  insectos,  muchas  publicaciones  refuerzan  el  papel  de  algunas 
enzimas  como  alérgenos  exógenos  y capaces  de  inducir  la  síntesis  de  una  IgE  específica. 

El  objetivo  del  presente  trabajo  es  el  de  valorar  la  presencia  de  proteinasas  en  los  extractos 
de  ácaros  (Dermatophagoides  pteronyssinus),  de  la  cucaracha  Pa  y del  Triatoma  infestans,  su 
antigenicidad,  su  reactividad  cruzada  y su  capacidad  de  identificar  la  IgE  específica  en  sueros  de 
atópicos  respiratorios  mediante  técnicas  de  Biología  Molecular.  (1-10). 

Las  peptidasas  se  clasifican  en  serina,  cisteína,  aspartil  y metaloproteinasas  de  acuerdo  a: 


I.  La  reacción  que  ellas  catalizan; 

II.  La  naturaleza  química  del  sitio  de  la  catálisis,  y 

III.  La  relación  evolutiva  demostrada  por  sus  respectivas  estructuras.  (13). 
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Los  extractos  alergénicos  son  una  mezcla  compleja  de  diferentes  componentes  tales  como 
glicolípidos,  lipoproteinas  y especialmente  glucoproteínas.  Algunas  veces  contienen  fenoles  e 
histamina  los  que  son  responsables  de  las  pruebas  cutáneas  falsamente  positivas. 

Algunas  de  estas  proteasas  son  enzimáticamente  capaces  de  degradar  a otras  proteínas  del 
mismo  extracto  o de  otros  extractos  agregados  a un  frasco  como  mezcla  de  alérgenos  para 
diagnosticar  o para  vacunar.  ( 1 6). 

La  identificación  de  estas  peptidasas  también  es  útil  para  revalorar  la  muy  común 
metodología  utilizada  por  colegas  especialistas,  al  mezclar  alérgenos  de  distinto  origen  (p.  ej. 
pólenes  más  insectos)  sin  tener  en  cuanta  la  capacidad  proteolítica  de  las  enzimas  presentes  en  los 
insectos  que  son  capaces  de  degradar  precozmente  a las  proteínas  antigénicas  de  los  pólenes. 

Los  hallazgos  que  se  exponen  posibilitarán  reconsiderar  las  diversas  estrategias  a aplicar 
en  la  vacunoterapia  que  se  utiliza  para  tratar  a los  atópicos  respiratorios  según  las  pautas 
convencionales  establecidas  por  la  O.M.S. 

Materiales  y Métodos 

1.  Antígenos.  El  extracto  del  ácaro  Dermatophagoides  pteronyssinus  fue  cedido 

por  Center  Lab.  (lote  6F  00762)  con  5000  AU/ml  mientras  que  los  extractos  de  la  cucaracha 
Periplaneta  americana  (Pa)  y del  reduvídeo  Triatoma  infestans  (Ti)  fueron  preparados  por  nosotros 
siguiendo  las  pautas  originales  de  Frugoni  y de  Hansen  con  ligeras  modificaciones. 
(11-12). 

Los  insectos  fueron  cuidadosamente  seleccionados  de  acuerdo  a las  normas  entomológicas 
preestablecidas  y se  tuvo  especial  cuidado  con  procesar  las  estructuras  quitinosas  del  exoesqueleto 
del  insecto.  (17-18-19). 

Los  Ti  fueron  minuciosamente  diagnosticados  para  separarlos  de  las  especies  fitófagas  y 
puntillosamente  elegidos  entre  aquellos  que  habían  sido  alimentados  con  sangre  de  paloma  y que 
estaban  libres  de  infección  de  Trypanosoma  cruzi.  En  todos  los  casos,  se  emplearon  insectos 
adultos  para  la  elaboración  del  extracto  madre,  y se  agradece  la  colaboración  y asesoramiento  de 
la  Prof  Consulta  Adjunta  Dra.  Elvira  Durante  de  Isola,  del  Departamento  de  Microbiología  de  la 
Facultad  de  Medicina  de  Buenos  Aires. 

2.  Determinación  cuantitativa  de  las  proteínas 

El  método  de  Bradford  se  aplicó  a cada  uno  de  los  extractos  de  insectos  mencionados  para 
valorar  su  contenido  en  proteínas  utilizando  como  una  solución  estándar  de  control  a la  albúmina 
sérica  bovina  (ASB).  (15). 

3.  Antisueros 

a)  Inducidos  en  conejos:  animales  adultos  vírgenes  de  toda  inmunización  o tratamiento 
previo,  fueron  inoculados  -por  separado-  con  cada  uno  de  los  extractos  mencionados  con 
antelación,  es  decir,  el  del  ácaro  Dermatophagoides  pteronyssinus  (Dpt),  de  la  cucaracha  Periplaneta 
americana  (Pa)  y del  Triatoma  infestans  (Ti). 

En  cada  caso  en  particular,  los  conejos  recibieron  inyecciones  intradérrnicas  semanales  en 
la  piel  del  dorso  previamente  rasurado  para  facilitar  la  inoculación. 

Cada  inyección  estaba  compuesta  por  0,5  mi  del  antígeno  (Dpt,  Pa  y Ti,  respectivamente) 
más  0.5  mi  del  adyuvante  completo  de  Freund.  Este  mililitro  se  repartió  en  habones  de  0,20  mi 
cada  uno  separados  entre  sí  por  un  espacio  de  4-5  cm  de  piel  sana. 

Esta  emulsión  se  administró  durante  12  semanas  hasta  totalizar  la  incorporación  de  1 
gramo  de  cada  antígeno  en  cada  uno  de  los  animales  en  valores  de  proteínas  puras. 

Diez  días  después  de  la  última  inyección,  los  animales  fueron  sangrados  “a  blanco”  por 
punción  cardíaca  bajo  ligera  anestesia  con  éter  etílico  y los  sueros  obtenidos  fueron  fraccionados 
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en  alícuotas  y guardados  a -20°  C. 

De  tal  manera,  se  obtuvieron  sueros  de  conejo  anti-Dpt,  anti-Pay  anti-Ti  que  se  utilizarán 
en  las  diversas  técnicas  inmunológicas  a desarrollar. 

b)  Sueros  humanos:  se  seleccionaron  pacientes  atópicos  respiratorios  que  sufrían  de  rinitis 
perenne  y de  asma  bronquial  y,  que  para  el  caso  del  Dpt  y de  la  Pa,  eran  residentes  de  la  ciudad  de 
Buenos  Aires  y cumplían  los  siguientes  criterios  de  inclusión: 

1)  Historia  clínica  indubitable  en  lo  relativo  a antecedentes  familiares  y personales  de 
enfermedades  atópicas; 

2)  Cuadro  clínico  positivo  en  la  actualidad  con  signos  y síntomas  inequívocos; 

3)  V írgenes  de  todo  tratamiento  inmunoterápico  con  aero-alergenos  ubicuos  del  hábitat 
-en  este  caso  Dpt  y Pa; 

4)  Niveles  séricos  elevados  de  la  IgE  total  por  encima  de  1 20  KU/L,  y 

5)  Pruebas  cutáneas  intradérmicas  inmediatas  positivas  a las  diluciones  1/100  de  los 
alérgenos  Dpt  y Pa,  en  comparación  con  los  habones  testigo  de  solución  fisiológica  pH  7,2 
(negativo)  y de  histamina  1/1000  (positivo). 

En  el  caso  particular  de  los  sueros  humanos  provenientes  de  pacientes  atópicos  respiratorios 
destinados  al  estudio  de  la  hipersensibilidad  al  Ti,  se  analizaron  muestras  recabadas  en  las  provincias 
de  Santiago  del  Estero,  Chaco,  Corrientes  y Misiones,  de  residentes  de  por  lo  menos  10  años 
antes  en  la  zona. 

Además  de  presentar  pruebas  cutáneas  positivas  inmediatas  con  una  dilución  1/100  del 
extracto  de  Ti,  todos  estos  sueros  humanos  debían  ser  RAST  positivos  con  valores  superiores  a 
0.35  PRU/ml  como  línea  de  corte. 

Es  decir,  solamente  se  procesaron  aquellos  sueros  humanos  con  RAST-IgE-anti-Dpt,  RAST- 
IgE-anti-Pay  RAST-IgE-anti-Ti  positivos  cuyas  especificaciones  fueron  adecuadamente  probadas 
mediante  el  RAST-inhibición. 

Cada  grupo  de  sueros  humanos  tuvo  su  correspondiente  grupo  control,  tanto  de  Buenos 
Aires  y alrededores  como  de  las  provincias  norteñas  de  sujetos  no  atópicos,  sin  antecedentes 
familiares  ni  padecer  respiratorio  y con  una  IgE  sérica  total  menor  a 50  KU/L. 

4)  SDS-PAGE  con  gelatina 

Minigeles  de  1 0 x 1 0 cm  cada  uno  y con  un  espesor  de  1 ,5  mm  se  fabricaron  con  acrilamida 
al  10%  siguiendo  las  pautas  metodológicas  de  Laemmli,  a los  que  le  agregamos  gelatina  a una 
concentración  final  de  0,15%.  (24) . 

Los  minigeles  sembrados  fueron  sometidos  a una  corriente  de  120  V durante  dos  horas. 
Cuando  el  control  de  azul  de  bromofenol  llegó  al  final  de  la  corrida,  ésta  fue  detenida  y los  geles 
fueron  lavados  2 veces  en  agua  destilada  con  Triton-X-100  al  0,1%  durante  15  minutos  cada 
lavado,  siendo  incubados  luego  a 37°  C en  un  buffer  MES  (2-(N-morpholino)-etano-ácido  sulfónico 
a pH  6,  en  Tris  AcH  100  mM  a pH  3,5  y en  Tris  C1H  100  mM  a pH  8,5  siempre  en  presencia  de 
dithiothreitol  (DTT)  al  0,5  mM. 

La  reacción  fue  detenida  y las  proteínas  remanentes  fueron  coloreadas  con  una  solución 
de  0,25  de  azul  brillante  de  Coomasie  R-250  en  metanol-ácido  acético-  agua  en  las  proporciones 
5:1:5  (v/v/v)  a la  temperatura  ambiente. 

Luego  de  una  intensa  decoloración  con  metanol  al  20%  y ácido  acético  al  10%,  las  bandas 
activas  se  observan  sin  color  sobre  un  fondo  azul  intenso  que  resalta  las  diferencias.  (20-21). 

A posteriori,  los  lavados  y las  incubaciones  de  los  geles  se  hicieron  con  y sin  el  empleo  de 
diferentes  inhibidores  de  las  actividades  proteásicas  y gelatinolíticas. 

Los  inhibidores  empleados  fueron:  el  E 64  o L-trans-epoxi-succinil-leucil-amido  (4- 
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guanidino)  butano  en  100  rnM;  el  TLCK  o el  tosi  1-1  isi  1-cloro-meti  1-cetona  en  0,5  a 1 mM;  el 
1 PCK  o tosil-fenil-alanil-cloro-metil-cetona  en  0,5  a 2 mM;  el  PMSF  o el  fenil-metil-sulfonil- 
tluoruro  en  2 mM;  leupeptina  en  100  mM;  orto- fenantro lina  1 mM  y pepstatina-A  100  mM. 

Los  pesos  moleculares  de  las  sustancias  empleadas  como  marcadores  proteicos  de  control 
tueron:  la  tosforilasa-b  (97,4  kDa),  la  ASB  (66  kDa),  la  ovoalbúmina  (45  kDa),  la  anhidrasa 
carbónica  (29  kDa),  el  inhibidor  de  la  tripsina  (21,5  kDa)  y la  lisozima  (14,4  kDa). 

En  otras  corridas  donde  se  valoró  el  efecto  inhibidor  de  la  actividad  enzimática  y 
gelatinolítica  de  los  diferentes  extractos  se  utilizaron:  la  alfa-2-macroglobulina  (180  kDa),  la 
beta-galactosidasa  (120  kDa),  la  fructosa-6-fosfokinasa  (84  kDa),  la  piruvatokinasa  (66  kDa),  la 
tumarasa  (55,3  kDa),  la  lactato-dehidrogenasa  (43,6  kDa)  y la  triosa-fosfoisomerasa  (30  kDa), 
que  actuaron  como  patrones  comparativos  de  las  bandas  obtenidas  para  estimar  su  peso  molecular 
aproximado.  (22-23). 

Para  valorar  en  cada  extracto  la  presencia  de  una  actividad  enzimática  previa  a todos  los 
demás  experimentos  se  empleó  la  técnica  del  investigador  argentino  J.J.  Cazzulo  que  emplea 
como  sustrato  una  solución  0,3  mM  de  Bz-Pro-Phe-Arg-pNa  (Bz-PFR-pNa).  (16). 

Todas  las  muestras  empleadas  en  las  corridas  en  los  geles  para  valorar  sus  propiedades 
proteol  ¡ticas  y/o  gelatinol  íticas,  no  fueron  reducidas  (o  sometidas  a agentes  reductores)  ni  calentadas 
antes  de  ser  sembradas  en  los  respectivos  geles. 

5-  Western-blots 

Todas  las  muestras,  tratadas  o no  con  DTT,  sometidas  o no  al  calor,  fueron  corridas  en  un 
gel  estándar  de  poliacrilamida  al  10%  en  la  presencia  de  dodecil-sulfato  (SDS-PAGE), 
electrotransferidas  a filtros  o membranas  de  nitrocelulosa,  lavadas  por  una  hora  en  un  buffer  de 
Tris-solución  fisiológica  pH  7,6  conteniendo  ASB  al  2%,  y luego,  incubadas  con  los  antisueros 
contra  Dpt,  Pa  y Ti  al  1/250,  respectivamente,  en  el  caso  de  aquellos  generados  en  conejos,  y al  1/ 
10  en  las  ocasiones  en  que  se  utilizaron  sueros  de  humanos  atópicos  respiratorios. 

Luego  de  una  incubación  durante  toda  la  noche,  se  lavaron  las  membranas  por  3 veces  y se 
volvieron  a incubar,  esta  vez  con  una  IgG  de  cabra  anti-conejo  al  1/3000  conjugada  con  fosfatasa 
alcalina,  todas  aquellas  tratadas  con  los  sueros  de  conejo  y,  por  otra  parte,  con  una  IgG  de  conejo 
anti-IgE  humana  específica  para  cadena  pesada  epsilon  al  1/500  cuando  se  emplearon  los  sueros 
de  humanos  atópicos  respiratorios  también  conjugada  con  fosfatasa  alcalina. 

Finalmente,  el  revelado  de  la  reacción  se  realizó  con  el  nitroblue  de  tetrazoilo  (NBT)  y 
con  el  5-Br-4-cloro-3-indolil-fosfato  (BCIP)  lo  cual  coloreaba  las  bandas  positivas  que  habían 
retenido  a los  anticuerpos  y a su  vez  a los  anti-anticuerpos  marcados. 

Resultados 

Las  actividades  gelatinolíticas  de  cantidades  crecientes  de  los  extractos  de  DpT  y de  Pa 
fueron  valoradas  en  SDS-PAGE  al  10%  copolimerizado  con  gelatina  al  0,15  % agregada  como 
sustrato  específico,  tal  como  se  registra  en  la  figura  1 . 

El  ácaro  del  polvillo  habitacional  mostró  su  mayor  actividad  entre  las  bandas  comprendidas 
entre  los  45  y 66  kDa,  siendo  esta  actividad  mayor  y directamente  proporcional  a la  concentración 
del  alérgeno,  por  ejemplo,  1 , 1 5,  1 ,3  y 4,6  mg  respectivamente. 

Por  otro  lado,  la  menor  actividad  fué  registrada  en  los  32  kDa. 

La  cucaracha  Pa  reveló  un  patrón  muy  complejo  de  actividades  gelatinolíticas  entre  las 
bandas  comprendidas  entre  los  90,  78,  65,  34,  32  y 24  kDa. 

En  un  ensayo  cuantitativo  preliminar  empleando  como  sustrato  sintético  cromogénico  el 
Bz-Pro-Phe-Arg-pNa,  el  ácaro  del  polvillo  habitacional  exhibió  una  actividad  de  2,7  U/min/mg  y 
la  cucaracha  Pa,  una  actividad  de  0,53  U/min/mg,  respectivamente.  De  estos  hallazgos  se  desprende 
que  el  extracto  de  Dpt  mostró  cinco  veces  más  actividad  peptidásica  contra  este  sustrato  que  el 
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extracto  de  Pa,  y,  además,  ambos  contenían  proteasas  que  mostraron  su  apetencia  por  la  Arg  en  la 
posición  1 , que  podría  ser  el  sitio  de  clivaje. 

El  patrón  de  actividad  proteo! ítica  de  los  extractos  de  Dpt  y de  Pa  fueron  analizados  a 3 
diferentes  pHs:  a 3,5,  a 6 y a 8,5.  Ambos  extractos  mostraron  su  mayor  actividad  a pH  6,  menor 
actividad  a pH  8,5  y ninguna  actividad  a pH  3,5.  Estos  patrones  de  actividad  obtenidos  a pH  6 
fueron  similares  tanto  al  emplear  como  buffer  el  Tris-AcH  100  mM  o el  MES  100  mM. 

Una  cantidad  de  2,3  mg  de  proteína  pura  del  extracto  del  ácaro  fue  cargada  por  canal  de 
gel  y sometida  a la  electroforesis;  una  vez  que  se  cumplió  el  tiempo  establecido  y que  la  corrida 
se  detuvo,  el  gel  fue  cortado  en  tiras  y éstas  incubadas  con  cada  uno  de  los  inhibidores  de  las 
proteasas  señalados  con  antelación  por  un  espacio  total  de  20  horas. 

Un  número  similar  de  tiras  de  la  corrida  del  ácaro  fueron  usadas  como  controles  al  no  ser 
incubadas  con  los  inhibidores  respectivos. 

El  patrón  total  de  actividad  a pH  6 fue  muy  sensible  al  inhibidor  TLCK  mientras  que  el 
grupo  de  bandas  comprendidas  entre  los  45  y 66  kDa  al  igual  que  el  de  32  kDa  mostraron  un 
similar  patrón  de  inhibición.  Fueron  completamente  inhibidas  por  el  E 64  y por  el  TLCK  y 
parcialmente  inhibidas  por  el  TPCK  y la  leupeptina. 

Estos  resultados  sugieren  que  las  proteínas  del  ácaro  Dpt  contienen  peptidasas  del  tipo 
cisteína  en  su  composición. 

Además  se  detectó  una  banda  de  alto  peso  molecular  con  actividad  gelatinolítica  que  no 
podrá  ser  inhibida  por  ninguno  de  los  inhibidores  para  cisteína,  aspártico  o métaloproteasas,  pero 
sí  notablemente  inhibida  por  el  TLCK;  de  estos  hallazgos  se  podría  concluir  que  esta  banda 
pertenece  al  grupo  serina,  símil  a la  tripsina. 

En  el  caso  de  la  cucaracha  Pa,  se  sembraron  1,1  mg  de  proteína  pura  del  extracto  por  cada 
canal  de  gel  y se  sometió  a la  electroforesis;  una  vez  que  se  cumplió  el  tiempo  de  la  corrida  y ésta 
se  detuvo,  el  gel  fue  cortado  en  tiras  y éstas  incubadas  con  cada  uno  de  los  inhibidores  de  las 
proteasas  por  un  tiempo  total  de  20  horas. 

La  peptidasa  de  90  kDa  resultó  sensible  a la  acción  de  100  mM  de  E 64,  de  100  mM  de 
TLCK,  de  2 mM  de  PMSF  y parcialmente  inhibida  por  0,2  mM  de  leupeptina  mientras  que  la 
proteasa  de  34  kDa,  que  a veces  aparece  como  una  doble  banda,  fue  inhibida  por  100  mM  de 
TLCK  y por  0,2  mM  de  leupeptina  aunque  fue  totalmente  insensible  al  efecto  de  2 mM  de  PMSF. 

Estos  hallazgos  sugieren  que  la  cucaracha  Pa  contiene  en  su  composición  peptidasas  del 
tipo  cisteína. 

La  peptidasa  de  35  kDa  resultó  sensible  a los  100  mM  del  TLCK  y a los  0,2  mM  de  la 
leupeptina,  siendo  sólo  parcialmente  inhibida  por  los  2 mM  del  PMSF. 

La  peptidasa  de  65  kDa  fue  inhibida  por  los  100  mM  de  TLCK  y a los  0,2  mM  de  la 
leupeptina,  siendo  sólo  parcialmente  inhibida  por  los  2 mM  del  PMSF. 

La  peptidasa  de  65  kDa  fue  inhibida  por  los  1 00  mM  de  TLCK  y fue  totalmente  insensible 
a los  100  mM  del  TPCK,  a los  100  mM  del  E 64,  a 0,1  mM  de  la  pepstatina-Ay  a 1 mM  de  laorto- 
fenantrolina. 

La  banda  de  más  elevado  peso  molecular  de  la  Pa  (180  kDa)  fue  totalmente  inhibida  pol- 
los 100  mM  del  TLCK. 

Todos  estos  resultados  sugieren  que  las  mayores  proteinasas  de  Pa  que  a la  vez  han 
demostrado  poseer  actividades  gelatinol íticas  podrán  ser  serina-proteinasas,  probablemente  del 
tipo  tripsina. 

Cuando  el  extracto  del  ácaro  fue  separado  por  SDS-PAGE,  transferido  a las  membranas  de 
nitrocelulosa  e incubado  con  los  antisueros  específicos  de  conejo  anti-Dpt  y anti-humanos  de 
atópicos  respiratorios  y reincubados  con  los  anti-anticuerpos  respectivos  en  los  Western-blots,  las 
bandas  con  pesos  moleculares  aproximados  a los  200  kDa,  110  kDa,  65  kDa,  60  kDa  y 43  kDa 
mostraron  reactividad  positiva  lo  cual  las  involucra  en  la  respuesta  inmune  específica  contra  los 
antígenos  del  ácaro  Dermatophagoides  pteronyssinus  en  los  conejos  y en  el  humano  atópico. 
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Idénticos  resultados  se  obtuvieron  al  procesar  a todas  las  muestras  alergénicas  con  el  agente 
reductor  DI  1 (o  sin  él)  sugiriendo  que  las  uniones  disulfuro  estarían  ausentes  en  estas  bandas 
inmunogénicas  detectadas. 

Cuando  el  extracto  de  la  cucaracha  Pa  fue  separado  por  el  SDS-PAGE,  transferido  a las 
membranas  de  nitrocelulosa  e incubado  con  los  antisueros  específicos  de  conejo  anti-Pa  y de 
cabra  anti-humanos  y reincubados  con  los  anti-anticuerpos  respectivos  de  los  Western-blots,  las 
bandas  con  pesos  moleculares  aproximados  a los  90  kDa,  50  kDa  y de  43,6  kDa,  mostraron 
menor  reactivad  que  las  primeras  en  ambos  modelos  experimentales. 

De  lo  expuesto,  se  podría  concluir  que  en  el  extracto  del  ácaro  la  banda  de  200  kDa  y en  la 
cucaracha  las  de  90  kDa,  78  kDa  y 65  kDa,  respectivamente,  que  demostraron  la  mayor  actividad 
gelatinol ¡tica  en  cada  caso,  podrían  estar  muy  ligadas  con  la  capacidad  inmunizante  tanto  en  el 
modelo  animal  como  en  el  humano. 

Se  deja  expresa  constancia  que  no  necesariamente  una  proteína  sola  compone  cada  banda 
identificada  en  el  SDS-PAGE  y en  el  Western-blot. 

En  estudios  anteriores,  se  demostró  por  medio  de  técnicas  inmunológicas  (p.  ejem. 
Ouchterlony  y Boyden)  la  inducción  de  anticuerpos  específicos  en  animales  contra  antígenos  de 
la  cucaracha  Periplaneta  americana  y contra  antígenos  del  reduvídeo  Triatoma  infestans.  Reacciones 
cruzadas  entre  un  suero  anti-Pa  y el  Ti  y,  a la  inversa,  entre  un  suero  anti-Ti  y la  Pa  quedaron 
claramente  establecidos  aunque  la  naturaleza  fisicoquímica  del  hallazgo  no  pudo  ser  establecida 
en  su  momento. 

La  electroforesis  capilar  y el  SDS-PAGE  certificaron  la  correlación  molecular  entre  epitopes 
presentes  en  ambos  antígenos. 

Al  estudiar  la  presencia  de  una  IgE  específica  anti-Pa  y anti  Ti  en  humanos  atópicos  de 
diversas  zonas  geográficas  del  país,  se  realizó  por  medio  de  la  técnica  de  la  inhibición  del  RAST 
la  posibilidad  de  que  estos  antígenos  pudieran  interferir  en  mayor  o menor  medida  la  especificidad 
de  la  prueba. 

Los  hallazgos  ratificaron  la  posible  reactividad  cruzada  entre  ambos  antígenos,  no  obstante, 
la  Pa  inhibió  el  72%  de  la  positividad  del  suero  anti-Ti  mientras  que  el  Ti  sólo  inhibió  el  40%  de 
la  positividad  del  suero  anti-Pa. 

El  Ti  también  mostró  actividades  proteolítica  y gelatinolítica  con  mayor  repercusión  a pH 
8,5  (medio  ligeramente  alcalino). 

A su  vez,  al  realizar  los  experimentos  con  los  inhibidores  específicos  de  las  diversas 
proteasas  se  pudo  registrar  una  inhibición  total  con  el  TLCK  lo  que  hace  suponer  una  actividad 
del  tipo  serina,  muy  probablemente  una  tripsina,  tal  como  se  detectó  en  la  Pa. 

En  el  SDS-PAGE  al  correr  simultáneamente  Pa,  Ti  y sus  ninfas,  se  advierten  por  lo  menos 
5 bandas  de  similar  peso  molecular  entre  los  30  y los  97  kDa.  (28). 

Algunas  de  estas  bandas  ya  aparecen  en  los  estadios  ninfales  del  Ti,  lo  cual  lleva  a sospechar 
que  la  aparición  de  antígenos  específicos  sería  temprana  y,  que  estas  proteínas  coadyuvarían  a 
incrementar  la  polución  del  ambiente  rural  en  que  viven  nuestros  pacientes  atópicos  de  algunas 
provincias  del  interior  del  país. 

Los  Western-blots  con  los  antisueros  de  conejo  y humanos  anti-Ti  revelaron  bandas  entre 
los  3 1 y 66  kDa  siendo  más  fructífero  el  hallazgo  entre  el  suero  de  conejo  anti-Ti  y su  antígeno 
específico  (6  ó 7 bandas  entre  20  y 90  kDa)  que  el  suero  humano  respectivo. 

Al  realizar  corridas  comparativas  entre  el  sistema  Pa-anti-Pa  y el  Ti-anti-Ti,  ambos  de 
origen  humano,  se  podría  evaluar  que  a nivel  de  los  pesos  moleculares  65  y 78  kDa,  los  dos 
antígenos  podrían  exhibir  propiedades  en  común;  sin  embargo,  en  la  zona  de  pesos  moleculares 
bajos  (entre  14  y 21  kDa)  podría  existir  un  tercer  antígeno  en  común  entre  la  Periplaneta  y el 
Triatoma,  con  la  capacidad  de  poder  inducir  la  síntesis  de  anticuerpos  específicos  de  los  isotipos 
IeE  en  los  humanos  e IgG  en  los  animales  de  experimentación. 
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1.  Patrones  gclati  nol  fticos  del  Dermatophagoides  y 
de  Peri planeta. 

A:  Canales  1 , 2 y 3 corresponden  a 1,15,  2,30  y 
4,60  //g  de  proteína  pura  del  Dpt. 

B:  Canales  4,  5 y 6 corresponden  a 1 2,  24  y 48  ^g 
de  proteína  pura  de  Pa. 


Las  manchas  blancas  indican  la  lisis  de  la  gelatina  del  SDS-PAGE  entre  45  y 66  kDa  para  Dpt 
y 24  y 90  kDa  para  Pa. 

(Los  números  indican  los  pesos  moleculares  de  los  marcadores  proteicos  de  control) 


2.  Acción  de  los  inhibidores  de  las  proteasas  del  Dpt. 

a:  sin  inhibidor 
b:  pepstatina-A 
c:  orto-fenentrolina 
d:  leupeptina 
e:  PMSF 
f:  TPCK 
g:  TLCK 
h:  E-64 


En  los  canales  f y g se  observa  total  inhibición  de  scrina  y cisteína  proteasas 


3.  Efecto  del  TLCK  a pH  6 sobre  las  diversas 
proteasas  de  Pa  con  escasa  inhibición  a 43,6  kDa. 


i*. 
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4.  Actividad  gelati nolítica  del  Ti  a pHs  diferentes. 

1 : pH  3,5  ; 2:  pH  6 ; 3:  pH  8,5.  Iái  mayor  actividad  se  observa  con  éste  último. 


*1  2 3 


5.  Inhibición  de  la  gelati nol isis  del  Ti. 

1 : control  sin  inhibición 
2:  inhibición  con  el  PMSF. 

3:  inhibición  con  el  TLCK  que  es  total. 
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Discusión 


Curiosamente,  muchos  alérgenos  poseen  en  su  composición  ciertas  enzimas  que  podrían 
facilitar  un  sinnúmero  de  procesos  biológicos  naturales.  En  el  especial  caso  de  nuestros  pacientes 
atópicos,  estas  enzimas  demostradas  en  algunas  familias  de  pólenes  anemófilos  y de  extractos  de 
insectos  podrían  desempeñar  un  papel  muy  activo  sobre  los  diferentes  componentes  de  la  mucosa 
respiratoria  para  “anidarse”  en  ella  o para  interactuar  con  las  células  de  la  misma  teniendo  para  sí 
ciertas  ventajas  biológicas  que  posibilitaren  su  supervivencia. 

Desde  la  fosfatasa  ácida  de  los  pólenes  en  las  Gramíneas  hasta  los  más  recientes  hallazgos 
sobre  las  proteasas  de  algunos  insectos,  varios  autores  han  señalado  la  presunta  importancia  de 
estas  enzimas  en  la  génesis  de  la  enfermedad  respiratoria  y en  la  producción  de  anticuerpos 
específicos. 

Estudios  anteriores  identificaron  a una  novel  serina-proteasa  con  actividad  alergénica  en 
el  ácaro  Dermatophagoides  pteronyssinus.  (25-26-27). 

Empleando  inhibidores  específicos  de  clase  y cromatografía  de  afinidad  para  determinar 
los  sitios  activos,  se  halló  que  la  actividad  proteolítica  del  Der  p 1 perteneciente  al  grupo  I de  los 
alérgenos  del  ácaro  del  polvillo  habitacional,  parece  influenciar  notablemente  la  capacidad 
antigénica  de  los  ácaros  confirmando  que  este  grupo  exhibe  una  actividad  combinada  de  los  tipos 
cisteína-serina  proteasa. 

Al  utilizar  la  insulina  B como  sustrato,  estas  actividades  de  cisteína-serina  proteinasa  del 
Der  p 1 mostraron  sus  preferencias  por  el  ácido  glutámico  y la  arginina,  respectivamente,  en  la 
posición  1. 

En  nuestros  extractos,  encontramos  peptidasas  que  clivan  al  sustrato  sintético  en  el 
aminoácido  Arginina  (Arg)  lo  cual  hace  pensar  que  podrían  pertenecer  a los  grupos  de  cisteína, 
serina  o a ambos  simultáneamente. 

Los  extractos  de  los  ácaros  del  polvillo  habitacional  Dermatophagoides  pteronyssinus  y 
Dermatophagoides  farinae  (este  último  estudiado  por  nosotros  en  el  pasado)  contienen  una  gran 
variedad  de  enzimas  entre  los  25  y los  30  kDa , que  son  serina-proteasas,  de  las  características  de 
la  tripsina,  quimiotripsina  y simil-elastasa. 

Las  proteasas  han  sido  acusadas  de  un  incremento  de  la  permeabilidad  vascular,  de  una 
liberación  masiva  e inespecífica  de  ciertas  citoquinas  de  bajo  peso  molecular  y una  amplificación 
de  los  fenómenos  celulares  de  la  transmigración  endotelial. 

Además  de  estos  hechos  muy  trascendentes  en  la  génesis  y mantenimiento  de  una 
inflamación  alérgica,  estas  proteasas  son  también  inmunogénicas  por  ser  proteínas  heterólogas 
de  estructura  fisicoquímica  compleja  y en  ocasiones  con  unatridimensionalidad  difícil  de  analizar, 
todo  lo  cual,  las  convierte  en  agentes  que  incrementan  la  agresión  tisular  y,  por  ende,  la 
signosintomatología  del  paciente  atópico  a su  merced. 

El  Der  p 5 y el  Der  f 5 fueron  aislados  de  cultivos  de  ácaros  con  un  peso  molecular 
aproximado  de  25  kDa  al  utilizar  el  SDS-PAGE  bajo  condiciones  reductoras  y con  un  peso 
molecular  aproximado  de  27  kDa  luego  del  pasaje  por  columna  de  Sephadex  G-75  y luego  del 
pasaje  por  columna  de  Sephadex  G-75  y luego,  ambos,  sometidos  a diversos  inhibidores  específicos 
de  la  actividad  proteásica  demostraron  pertenecer  a la  familia  de  la  quimiotripsina-simil-serina. 

El  clonado  y secuenciación  del  grupo  6 de  los  alérgenos  del  ácaro  Dermatophagoides 
pteronyssinus  demostró  poseer  la  tríada  catalítica  Hys-Asp-Ser  de  las  serina-proteasas  con  un 
peso  molecular  aproximado  de  24,9  kDa  y un  37%  de  identidad  con  la  tripsina  del  alérgeno  Der 
p 3 de  dicho  ácaro. 

Por  otra  parte,  el  Der  p 9 fue  aislado  y caracterizado  como  una  serina  proteasa  colagenolítica 
de  23  kDa. 

En  nuestro  extracto  de  Dermatophagoides  pteronyssinus  detectamos  una  importante 
actividad  gelatinol ítica  en  una  banda  comprendida  entre  los  45  y los  66  kDa  y una  actividad 
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menor  en  los  32  kDa,  siempre  a un  pH  de  6.  Al  analizar  el  efecto  de  los  inhibidores  específicos  de 
las  proteasas  se  puede  concluir  que  en  este  antígeno  predominarían  las  cisteína  peptidasas.  (30). 

Con  el  Westem-blot  se  observaron  bandas  reactivas  en  los  pesos  moleculares  aproximados 
a 200,  1 10,  65  y 43  kDa,  aunque  la  primera  (la  de  200  kDa)resaltó  la  mayor  antigenicidad  frente 
a los  antisueros  de  los  atópicos,  que  no  podía  ser  inhibida  mediante  los  inhibidores  empleados 
excepto  por  aquel  específico  para  las  serinas  similares  a la  tripsina  (el  TLCK). 

De  lo  expuesto,  se  asume  que  el  Dermatophagoides  posee  dos  tipos  diferentes  de  peptidasas 
(cisteína  y serina)  lo  cual  le  confiere  una  notable  actividad  inespecífica  (como  moléculas 
enzimáticas)  y específicas  (como  antígenos  diversos  y de  intensa  actividad  inmunogénica). 

Por  su  parte,  la  posibilidad  de  que  algunos  antígenos  de  la  cucaracha  Blattella  germánica 
fueran  poderosas  enzimas  fue  postulada  en  1995.  Nosotros  señalamos  en  1987  la  reactividad 
cruzada  entre  los  antígenos  de  esta  especie  y Periplaneta  americana. 

El  Bla  g 2 posee  una  homología  estructural  con  una  proteasa  del  grupo  aspártico  de  36 
kDa  que  desarrollaría  una  actividad  en  el  insecto  como  enzima  de  su  aparato  digestivo. 

El  Bla  g 4 fue  identificado  como  un  ligando  proteico  del  tipo  calicina  poderosamente 
inductor  de  anticuerpos  IgE. 

Nuestro  extracto  de  Periplaneta  americana  exhibió  una  banda  de  90  kDa  con  propiedades 
proteolíticas  e inmunogénicas  similares  a aquellas  del  antígeno  Bla  g Bd,  aislado  y caracterizado 
de  la  Blattella  germánica.  Posiblemente,  sin  saberlo  en  su  momento,  éste  fuera  el  antígeno  común 
que  detectamos  entre  ambas  especies  hace  casi  20  años  atrás. 

El  ADN  clonado  de  Periplaneta  americana  fue  aislado  y dos  proteínas  importantes  de  72  y 
de  78  kDa  fueron  responsabilizadas  de  ser  los  alérgenos  mayores  de  este  insecto.  (29). 

Experimentos  con  recombinantes  proteicos  atrapan  ávidamente  a la  IgE  humana,  pero 
también  pueden  ser  responsables  del  clivaje  de  otras  proteínas  del  mismo  alérgeno  siempre  y 
cuando  posean  menor  peso  molecular  y una  estructura  tridimensional  más  frágil. 

Otros  antígenos  que  reaccionan  en  forma  cruzada  entre  ambas  especies  de  cucarachas 
(Blattella  germánica  y Periplaneta  americana)  y que  a su  vez  reaccionan  con  la  IgE  humana 
poseen  12,  38,  49,  52  y 60  kDa. 

La  actividad  gelatinolítica  para  nuestro  extracto  de  Periplaneta  americana  mostró  un  patrón 
de  actividad  mucho  más  complejo  que  para  el  ácaro  Dermatophagoides  pteronyssinus,  con  bandas 
de  90,  78,  34,  32  y 24  kDa,  observándose  su  mayor  actividad  a pH  6. 

Con  el  Westem-blot  se  apreciaron  bandas  reactivas  en  los  pesos  moleculares  aproximados 
de  90,  78, 65  y 34  kDa,  aunque  las  tres  primeras  compatibilizan  la  actividad  gelatinolítica  con  una 
notable  inmunoreactividad.  Estas  bandas  pertenecerían  a proteinasas  del  tipo  serina,  muy 
probablemente  una  tripsina. 

Este  antígeno  o una  sumatoria  de  estos  tres  alérgenos  inmunoreactivos  serían  aquellos  que 
empleamos  oportunamente  en  la  inmunoterapia  específica  en  atópicos  respiratorios  sensibles  a la 
Pa  y que  resultaron  tan  eficientes  en  la  génesis  de  anticuerpos  IgG  específicos  y en  el  cambio  del 
patrón  de  citoquinas  TH2  a TH 1 . 

Cuando  se  analizó  la  actividad  enzimática  del  extracto  de  Ti  también  se  lograron  datos 
altamente  positivos  con  proteasas  del  tipo  serina,  que,  como  la  Pa  podrían  responder  a una  tripsina 
o simil-tripsina. 

Tantos  los  sueros  experimentales  de  conejo  anti-Ti  como  los  de  los  atópicos  seleccionados 
revelaron  bandas  de  aproximadamente  65  y 78  kDa,  que  podrían  ser  similares  a algunas  de  las  de 
Pa  aunque  una  tercera  banda  entre  los  14  y los  21  kDa  podría  tener  algún  valor  inmunogénico 

sólo  para  el  Ti. 

Todos  estos  resultados  sugieren  una  correlación  entre  la  actividad  gelatinolítica  de  algunas 
proteinasas  y las  bandas  inmunoreactivas  en  los  extractos  de  Dpt,  Pa  y Ti  (alergenicidad)  aunque 
no  se  advierte  una  relación  entre  Dpt  y Pa  o Dpt  y Ti,  mientras  que  parece  más  cercana  la  correlación 
entre  la  Pa  y el  Ti  ya  sospechada  en  experimentos  anteriores  y con  otras  técnicas  inmunológicas. 
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Estos  extractos  no  deberían  compartir  frascos-vacuna  o viales  terapéuticos,  con  otras 
proteínas  antigénicas  (pólenes)  por  las  poderosas  proteasas  que  contienen  y establecer  críticamente 
una  fecha  de  vencimiento  del  mismo. 

Conclusiones 

1.  El  extracto  de  Dermatophagoides  pteronyssinus  estudiado  posee  proteasas  con  actividad 
gelatinolítica  del  tipo  cisteína  a pH  6; 

2.  El  extracto  de  Periplaneta  americana  analizado  evidencia  la  presencia  de  proteasas  con 
actividad  gelatinolítica  de  los  tipos  cisteína  y/o  serina,  a pH  6,  que  corresponderían  a una  tripsina 
o simil-tripsina; 

3.  El  extracto  de  Triatoma  infestans  investigado  exhibe  proteasas  con  actividad  gelatinolítica 
del  tipo  serina  a pH  8,5,  aunque  podría  ser  una  tripsina  o una  símil-tripsina; 

4.  Las  bandas  inmunoreactivas  del  Dermatophagoides  pteronyssinus  presentaron  200,  110, 
65,  60  y 43  kDa; 

5.  Las  bandas  inmunoreactivas  de  la  Periplaneta  americana  poseían  1 80, 90,  78,  65,  50  y 43,6 
kDa; 

6.  Las  bandas  inmunoreactivas  del  Triatoma  infestans  exhibieron  97, 78,65,31, 21,y  14  kDa; 

7.  La  alergenicidad  en  humanos  del  Dermatophagoides  pteronyssinus  estaría  relacionada  con 
la  banda  inmunoreactiva  de  200  kDa; 

8.  La  alergenicidad  en  humanos  de  la  Periplaneta  americana  se  vincularía  con  las  bandas 
inmunoreactivas  de  90,  78  y 65  kDa; 

9.  La  alergenicidad  en  humanos  del  Triatoma  infestans  sería  responsabilidad  de  las  bandas 
inmunoreactivas  de  78  y 65  kDa; 

1 0.  Estos  hallazgos  aconsejan  no  mezclar  extractos  poseedores  de  poderosas  proteasas  con  otros 
más  lábiles  que  serían  deteriorados  en  su  presencia  antigénica  y respuesta  específica. 
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INSTRUCCIONES  PARA  LOS  AUTORES 

Las  siguientes  Instrucciones  para  los  autores  constituyen  el  reglamento  de  publicaciones  de  los  ANALES  DE 
LA  SOCIEDAD  CIENTIFICA  ARGENTINA. 

1)  Generales 

Los  ANALES  DE  LA  SOCIEDAD  CIENTÍFCA  ARGENTINA  constituyen  una  revista  multidisciplinaria,  fundada 
en  1876.  que  considera  para  su  publicación  trabajos  de  cualquier  área  de  la  ciencia. 

Los  originales  deben  ser  enviados  al  director,  a Av.  Santa  Fe  1 145,  Buenos  Aires,  CP.:  1059,  República  Argen- 
tina, en  tres  copias  en  papel,  a dos  espacios,  tamaño  carta,  acompañados  de  su  correspondiente  disquete.  Los  disquetes 
deberán  estar  rotulados  con  el  nombre  del  autor  o del  primer  autor  si  son  varios  haciendo  constar  el  sistema  computacional 
usado  para  grabar  el  mismo,  el  tipo  y versión  del  procesador  utilizado  y nombres  de  los  archivos. 

Los  autores  serán  notificados  de  inmediato  de  la  recepción  de  sus  originales.  Dicha  notificación  no  implica  la 
aceptación  del  trabajo.  Los  originales  son  enviados  a uno  o más  “arbitros,  quienes  asesoran  al  director  y a la  comisión  de 
redacción  acerca  de  la  aceptación,  rechazo  o sugerencia  de  modificaciones.  La  decisión  final  respecto  a la  publicación  o 
no  del  trabajo  es  solamente  responsabilidad  del  director. 

Los  originales  remitidos  para  su  publicación  en  los  ANALES  deben  ser  inéditos  y no  hallarse  en  análisis  para  su 
publicación  en  otra  revista  o cualquier  otro  medio  editorial. 

Todo  trabajo  aceptado  en  los  ANALES  no  podrá  ser  publicado  en  otro  medio  gráfico  sin  previo  consentimiento 
de  la  dirección. 

Los  ANALES  se  reservan  el  dercho  de  rechazar  sin  más  trámite  a aquellos  originales  que  no  se  ajusten  a las 
normas  expuestas  en  la  presente  guia  de  Instrucciones  para  los  autores. 

Los  ANALES  constan  de  las  siguientes  secciones: 

-artículos  de  investigación 

-notas  breves  de  investigación 

-artículos  de  revisión  y/o  actualización 

-editoriales 

-recensiones 

-cartas  a la  dirección 

-informaciones  del  quehacer  de  la  SOCIEDAD  CIENTIFICA  ARGENTINA 
-informaciones  científicas  y acádemícas  de  interés  general 

Los  autores,  al  remitir  sus  trabajos,  deberán  hacer  constar  la  sección,  a la  que  según  su  juicio,  corresponden  sus 
aportes  y consignar  claramente  la  dirección  postal,  teléfono,  fax  y dirección  electrónica  (si  la  tuviere)  a la  cual  se  remitirá 
toda  información  corceniente  al  original. 

2)  Originales 

Los  ANALES  DE  LA  SOCIEDAD  CIENTIFICA  ARGENTINA  publicarán  trabajos  escritos  en  los  idiomas: 
español,  francés,  inglés  y portugués. 

Los  originales  deberán  respetar  la  siguiente  estructura: 

Ia  pagina: 

-Título  del  trabajo:  no  mayor  de  veinticinco  (25)  palabras 

-Nómina  de  los  autores,  institución  o instituciones  a la  que  pertenecen  cada  uno 

de  ellos. 

-Institución  en  la  que  se  llevó  a cabo  el  trabajo  en  el  caso  que  difiera  de  la  institución 
de  pertenencia. 

-Domicilio  postal  y electrónico  (si  lo  tuviere) 

2a  página: 

-Resumen  en  idioma  español  de  no  más  de  400  palabras,  con  su  correspondiente 
traducción  al  inglés.  La  traducción  al  inglés  deberá  incluir  el  título  del  trabajo  cuando 
éste  haya  sido  escrito  en  español  y viceversa,  si  el  trabajo  se  halla  escrito  en  inglés 
el  resumen  en  español  deberá  incluir  la  traducción  del  título. 

-La  inclusión  de  resúmenes  en  francés  y portugués  es  facultativa  de  los  autores. 

-Palabras  claves  para  el  registro  bibliogáfico  e inserción  en  bases  de  datos,  en 
español  e inglés. 
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En  las  páginas  siguientes  se  incluirán  las  secciones  Introducción,  Materiales  y Métodos.  Resultados,  Discusión, 
Agradecimientos  y Referencias.  A continuación  se  agregarán  las  tablas  con  sus  títulos,  leyendas  de  las  figuras  y grálicos 
y Analmente  las  ttguras  y gráficos  preparados  como  se  indica  más  abajo. 

El  tipeado  del  manuscrito  deberá  hacerse  a doble  espacio  en  papel  tamaño  carta  (aprox.  2 1 cm  x 29cm).  dejando 
3 cm  de  margenes  izquierdo,  superior  e inferior,  debiéndose  numerar  secuencialmente  todas  las  páginas. 

No  se  aceptará  la  inserción  de  notas  de  pie  de  página.  Cuando  ello  sea  necesario,  se  deberá  incluir  tales  notas  en 
el  mismo  texto. 

Se  recomienda  emplear  el  Sistema  Métrico  Decimal  de  medidas  y las  abreviaturas  universales  estándar. 

Solo  se  permitirá  el  empleo  del  Sistema  Internacional  de  Unidades  para  las  medidas. 

Como  regla  general  no  se  deberá  repetir  la  misma  información  en  tablas,  figuras  y texto.  Salvo  en  casos  especiales 
que  justifiquen  alguna  excepción  se  aceptará  presentar  esencialmente  la  misma  la  información  en  dos  formas  simultáneas. 

Cada  sección  se  numerará  consecutivamente,  recomendándose  no  emplear  subsecciones. 


3)  labias 

l as  tablas  deben  prepararse  en  hojas  aparte  y a doble  espacio,  l^as  mismas  incluirán  un  título  suficientemente 
aclaratorio  de  su  contenido  y se  indicarán  en  el  texto  su  ubicación,  señalándolo  con  un  lápiz  sobre  el  margen  izquierdo. 

Cada  tabla  se  numerará  consecutivamente  con  números  arábigos.  Solo  se  deberá  incluir  en  las  tablas  información 
signiticativa.  debiéndose  evitar  todo  dato  accesorio  y/o  que  pueda  ser  mejor  informado  en  el  mismo  texto  del  trabajo. 

Cada  tabla  se  tipeará  en  hoja  separada. 

Eos  títulos  de  las  filas  y las  columnas  deben  ser  lo  suficientemente  explícitos  y consistentes,  pero  al  mismo 
tiempo  se  recomienda  concisión  en  su  preparación. 

4)  Ilustraciones 

Las  ilustraciones  (gráficos  y fotografías)  deberán  ser  de  suficiente  calidad  tal  que  permitan  una  adecuada 
reproducción  debiéndose  tener  en  cuenta  que  la  reproducción  directa  de  los  mismos  conlleva  una  relación  entre  1 :2  y 1 :3. 
Todas  las  ilustraciones  se  numerarán  consecutivamente  y en  el  reverso  de  las  mismas  se  indicarán  con  lápiz  blando  el 
nombre  de  los  autores,  el  número  de  la  misma  y cuando  corresponda  la  orientación  para  su  pertinente  impresión. 

I .os  títulos  de  las  ilustraciones  se  tipearán  en  hoja  aparte,  debiéndose  denotar  el  posicionado  de  las  mismas  en  el 
texto  por  medio  de  una  indicación  con  lápiz  en  el  margen  izquierdo. 

I iis  dimensiones  de  las  ilustraciones  no  deberán  exceder  las  de  las  hojas  del  manuscrito  y no  se  deberán  doblar. 

Eos  gráficos  se  dibujarán  con  tinta  china  sobre  papel  vegetal  de  buena  calidad  y por  los  mismos  medios  se 
incluirán  los  símbolos,  letras  y números  correspondientes.  No  se  deberá  tipear  símbolo,  letra  o número  alguno  en  los 
gráficos  y fotografías. 

Enviar  un  original  y dos  copias  de  cada  ilustración.  Las  fotografías  solo  se  podrán  enviar  en  blanco  y negro,  ya 
que  que  no  es  posible  imprimir  fotografías  en  otros  colores. 

Cada  ilustración  se  presentará  en  hoja  separada. 

5)  Referencias 

Eos  ANAI.ES  adoptan  el  sistema  de  referencias  por  orden,  el  cual  consiste  en  citar  los  trabajos  en  el  orden  que 
aparecen  por  medio  de  número  cardinal  correspondiente.  Eos  libros  se  indicarán  en  la  lista  de  referencias  citando  el/los 
autor/es.  título,  edición,  editorial,  ciudad,  año  y página  inicial.  Para  indicar  capítulo  de  libro  se  añadirá  a lo  anterior  el 
titulo  del  mismo  y el  nombre  del  editor. 

El  listado  de  referencias  se  tipeara  en  hoja  separada  y a doble  espacio.  Se  recomienda  especialmente  a los  autores 
emplear  las  abreviaturas  estándar  sugeridas  por  las  propias  fuentes. 

Solo  se  admitirán  citas  de  publicaciones  válidas  y asequibles  a los  lectores  por  los  medios  normales  debiéndose 
evitar  recurrir  a informes  personales,  tesis,  monografías,  trabjos  en  prensa,  etc.,  de  circulación  restringida. 

Lo  que  sigue  son  algunos  ejemplos  de  citas  bibliográficas  en  la  lista  de  referencia: 

Publicación  periódica:  A.  M.  Sierra  y F.  S.  González.  J.  Chem.  Phys.  63  (1977)  512. 

Libro:  R.  A Day.  How  to  write  and  publish  a Scicntific  paper,  Second  Edition.  ISI  Press.  Philadclphia,  1983,  p35. 

Capitulo  del  libro:  Z.  Kaszbab.  Family  Tenebrionodac  en  W.  Wittmer  and  Buttiper  (Eds.)  Familia  of  Saudi 
Arabia.  Ciba-Geigy.  Basel,  1981.  p3- 1 5. 

Conferencia  o Simposio:  A.  Erncst,  Energy  conservation  mensures  in  Kuwait  buildings.  Proccedings  of  thc  First 
Sy  mposium  on  Thermal  Insulation  in  thc  Gulf  States.  Kuwait  Institutc  for  Scientific  Research,  Kuwait,  1975,  p 151. 

Se  recomienda  revisar  cuidadosamente  las  citas  en  el  texto  y la  lista  de  referencias  a los  efectos  de  evitar 
inconsistencias  y/u  omisiones. 

Pruebas:  todo  artículo  deberá  ser  revisado  en  la  forma  de  prueba  de  galera  por  ei  autor  indicado  en  la  carta  de 
presentación  del  trabajo,  la  cual  se  devolverá  debidamente  corregida  a las  72  horas  de  recibida  a la  redacción  de  los 
ANALES  No  se  admitrá  en  forma  alguna  alteración  sustancial  del  texto  y en  caso  imprescindible  se  procederá  a la 
inclusión  al  final  del  trabajo  de  lo  que  correspondiera  bajo  el  títuio  de  “ Nota  agregada  en  la  prueba". 
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